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 1 
第１節 希少種トキの状況とその繁殖に関連した研究 
 
トキ（学名Nipponia nippon）はコウノトリ目トキ科に属する絶滅のおそれのある鳥類
である。この鳥はかつて日本、朝鮮半島、中国、ロシア南東部に広く分布していたが、19
世紀後半から 20 世紀前半にかけて激減し、1980 年代には朝鮮半島とロシアの個体群は
絶滅してしまった（図 1-1）。日本では、1981年に佐渡島に残っていた最後の野生個体 5
羽を捕獲し、1968 年にすでに捕獲されていた雌の「キン」とともに飼育下での繁殖が試
みられたが不成功に終わり、1995 年に雄の「ミドリ」が死亡して以来、日本産のトキは
「キン」1 羽が生き残っているのみである。一方、中国では、トキは一時絶滅したものと
考えられていたが、1981 年に陝西省洋県で 2つがいが再発見されて以来、その数を増や
しており、2002年現在、野生個体群は約 170羽、飼育下でも約 160羽にまで増えてい
る。近年、佐渡島のトキ保護センターでも中国より贈られたトキが順調に繁殖している。 
1980 年代、日本で飼育下での繁殖が試みられていた頃、希少鳥類への応用を最終目標
として、生殖腺刺激ホルモン投与による産卵誘起の研究が行われた。その結果、
Wakabayashi et al.（1992）は短日条件下で飼育し性的に未成熟に保ったウズラの雌に
ニワトリの脳下垂体抽出物を投与することにより、生殖腺の発達及び産卵を誘起すること
に成功した。さらに、こうして産卵された卵から孵った個体が生殖可能なことも確認され
た（Ishii, 1999）。この手法がトキに応用されることはなかったが、トキを含む希少鳥類
にこのような方法を応用することが可能であることが実験的に示されたのである。 
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第２節 生殖腺刺激ホルモン及び甲状腺刺激ホルモンサブユニットに関するこれまでの
分子生物学的研究 
 
多くの脊椎動物において、濾胞刺激ホルモン（follicle-stimulating hormone: FSH）と
黄体形成ホルモン（luteinizing hormone: LH）の 2種類の生殖腺刺激ホルモンと甲状腺
刺激ホルモン（thyroid-stimulating hormone: TSH）は、いずれも脳下垂体で合成、分
泌され、共通する分子構造を持つため、脳下垂体糖蛋白質ホルモンと総称される。その分
子構造はaとbのサブユニット 1つずつからなるヘテロダイマーであるが、aサブユニット
はこれらのホルモンで共通であるのに対し、bサブユニットはそれぞれのホルモンに固有
の構造である。FSHb、LHb、TSHbサブユニットは部分的に共通するアミノ酸配列を持つ
ため、共通の祖先分子から進化したものと考えられている（Ishii, 1991）。これまで、そ
れぞれのサブユニット遺伝子のクローニングは哺乳類と魚類でしか報告されていなかった
（5、19、34ページ参照）。 
鳥類においては、これらのサブユニット分子の cDNAの配列やアミノ酸配列が報告され
ているが、それはニワトリ、ウズラ、シチメンチョウといったキジ目とアヒル、ダチョウ
という限られた種のみであった（5、19、34 ページ参照）。系統分類学的には、原生の鳥
類は古口顎類（ダチョウ目、シギダチョウ目）と新口顎類に大別され、さらに新口顎類は
キジ目とカモ目を含む分岐群と、それ以外のすべての目を含む分岐群に二分される（由利, 
2002）。したがって、新口顎類の第二の分岐群に属する種については、これらのサブユニ
ット分子の塩基配列やアミノ酸配列は明らかにされていなかった。鳥類の多くの種が含ま
れるこの分岐群に属する種でこれらのサブユニット分子の配列の情報を得ることは、鳥類
におけるこれらの分子の進化を探る上で必要不可欠のことである。 
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第３節 本研究の意義 
 
以上のことから、トキの生殖腺刺激ホルモン及び甲状腺刺激ホルモンサブユニットの遺
伝子のクローニングは、鳥類で初めてこれらの遺伝子の構造を明らかにし、脊椎動物にお
けるこれらの遺伝子の進化を考えるという点からも、鳥類において新口顎類の第 2の分岐
群に属する種では初めてこれらの分子の情報を得て、鳥類におけるこれらの分子の進化を
考えるという点からも、また、組換え生殖腺刺激ホルモンの作製を可能とし、これを投与
することにより、この希少種の人工繁殖に貢献しうるという点からも、重要な研究である
と考えられる。本研究では、共通a、FSHb、TSHbサブユニットの遺伝子のクローニング
を行ったので、それぞれについて第 2章、3章、4章で述べる。 
また、この種について個体ごとに遺伝的な情報を得ることは、この希少種の保護上、あ
るいはこの種の地理的分布と遺伝的変異の関係を知る上で重要である。この観点から、
FSHb遺伝子のイントロンの 1 つについて個体ごとに調べた。これについて第 5章で述べ
る。 
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過去の生息地
（陝西省洋県）
現在の生息地
×
×
図1-1. 過去と現在のトキの生息地（安田, 1983より著者改変）
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第１節 序 
 
脳下垂体糖蛋白質ホルモン共通aサブユニット遺伝子（以降「共通a遺伝子」と略）のク
ローニングは、まずヒトで報告され（Fiddes & Goodman, 1981）、その後、ウシ（Goodwin 
et al., 1983）、ラット（Burnside et al., 1988）、マウス（Gordon et al., 1988）、ブタ
（Kato et al., 1990）、アカゲザル（Golos et al., 1991）といった哺乳類で、次いでコイ
（Huang et al., 1992）、サケ（Suzuki et al., 1995）といった魚類で報告されてきた。
鳥類においては、cDNAクローニングがシチメンチョウ（Foster & Foster, 1991）、ニワ
トリ（Foster et al., 1992）、ウズラ（Ando & Ishii, 1994）、アヒル 2種（Hsieh et al., 
2001）で報告されている他、化学的手法によって決定された蛋白質のアミノ酸配列がダ
チョウで報告されている（Koide et al., 1996）。本章では、クローニングにより明らかに
されたトキの共通a遺伝子の構造と推測されるアミノ酸配列について述べる。 
 
 
第２節 材料及び方法 
 
材料 
トキ（Nipponia nippon） 
1995 年に日本産最後の雄「ミドリ」が死亡した際、早稲田大学教育学部の石居進教
授（当時）を始めとする「遺伝子保存研究班」のメンバーが、その組織を凍結保存した
（Ishii, 1999）。その組織のうち腎臓の一部を用いた。 
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方法 
１） サザンブロット解析 
液体窒素中で保存されていた「ミドリ」の腎臓の一部より、約 15mg を取り出し、
GenomicPrep Cells and Tissue DNA Isolation Kit（Amersham Bioscience）を用
いてゲノム DNA を抽出した。この DNA1mgずつを制限酵素 EcoRIまたはBamHIで消
化し、アガロースゲル電気泳動を行った。このゲルをエチジウムブロマイドで染色し、
UV照射下で写真撮影した後、0.5M NaOH, 1.5M NaCl中で 20分間振とうすることで
アルカリ変性を行い、1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl（pH8.0）中で 20分間の振とうを 2
回行うことで中和した。その後、このDNAをナイロン膜（Nytran; Schleicher & Schell）
に転写し、UV照射により DNAを固定した。このナイロン膜を、熱変性（95℃、3分）
したサケ精子DNA（0.2 mg/ml）を含むハイブリダイゼーションバッファー中で42℃、
2 時間振とうすることでプレハイブリダイゼーションを行った。なお、ハイブリダイゼ
ーションバッファーの組成は以下の通りである。 
 
＊ハイブリダイゼーションバッファー 
   6xSSC 
1xSSC: 150mM NaCl, 15mM sodium citrate, pH7.0  
Denhardt溶液 
0.02% Ficoll, 0.02% bovine serum albumin（BSA）, 
0.02% polyvinylpyrrolidone 
0.1% sodium dodecyl sulfate（SDS） 
 
プレハイブリダイゼーション後、バッファーを入れ替え、プローブを加えて 55℃で
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一晩、ハイブリダイゼーションを行った。プローブは、ウズラ共通aサブユニット cDNA
（pQA312; Ando & Ishii, 1994）を rediprime DNA labelling system（Amersham 
Bioscience）を用いてランダムプライム法により[a-32P]dCTPで標識し、ProbeQuant 
G-50 Micro Columns（Amersham Bioscience）で精製したものを用いた。ハイブリ
ダイゼーション後、ナイロン膜を 3xSSC, 0.1%SDS 中ですすぎ、次いで 1xSSC, 
0.1%SDS中で 60℃、20分間の洗浄を 3回行った。その後、BAS-2000II Bio-Imaging 
Analyzer（富士フイルム）のイメージングプレートに一晩露光し、BAStation（富士フ
イルム）でポジティブシグナルの解析を行った。 
 
２） ゲノムライブラリーの作製 
サザンブロット解析の結果、EcoRI消化したDNAのレーンでおよそ 5kbの位置に 1
本のシグナルのバンドが観察された。この断片をクローニングするため、EcoRI消化し
たDNAとlZAPIIベクタ （ーStratagene）を用いてゲノムライブラリーを作製した。ゲ
ノムDNAをEcoRIで完全消化後、アガロースゲル電気泳動を行い、4-10kbの断片を
切り出して、QIAEX II Gel Extraction Kit（QIAGEN）により精製した。回収したDNA
のうち約 0.5mg を DNA Ligation Kit Ver.1（Takara）を用いてlZAPIIベクター1mg
にライゲーションし、その反応液 10ml中 4mlをGigapack III Gold Packaging Extract
（Stratagene）を用いてパッケージングした。その結果、2.5x105 pfuのライブラリー
が得られたが、これを 1.3x1011 pfu まで増幅し、そのうちの 2.5x105 pfu についてス
クリーニングを行った。 
 
３） スクリーニング 
スクリーニングはプラークハイブリダイゼーション法により行った。直径 150mmの
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LB プレート 1 枚につき 5.0x104pfu のクローンを捲き、ナイロン膜（Hybond N+; 
Amersham Bioscience）に転写、アルカリ変性、中和後、UV照射によりDNA を固定
した。このナイロン膜を 2xSSC 中で煮沸してトップアガーを除去した後、前述のよう
にプレハイブリダイゼーションを行った。その後、 [a-32P]dCTPで標識したウズラ共通
acDNAをプローブに用い、55℃で一晩、ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリ
ダイゼーションの後、ナイロン膜を 1xSSC, 0.1%SDS 中ですすぎ、次いで 1xSSC, 
0.1%SDS 中で 60℃、20 分間振とうしながら洗浄した。最後に室温の 1xSSC ですす
いだ後、前述のようにポジティブシグナルの解析を行った。 
第 2、第 3スクリーニングは、第 1スクリーニングと同じ条件で行った。単離したク
ローンについては、Predigested lZAPII/EcoRI/CIAP Cloning Kit（Stratagene）の
マニュアルに従い、プラスミドベクターpBluescript へのサブクローニングを行った。 
 
４） シークエンシング 
得られた10個のクローン（pIA1～pIA10）を制限酵素処理により解析した結果、こ
のうち 7 個（pIA1,2,3,4,5,7,9）は同一のインサートをもつと結論されたので、そのう
ちの 1つ（pIA1）の塩基配列を決定した。Deletion Kit for Sequencing（Takara）を
用い、このクローンのデレーションミュータントを作製、シークエンシングを行った。
シークエンシング反応には Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit（USB）を用い、
LI-COR社製のオートシークエンサーdNA Sequencer Model 4000Lで解析を行った。 
なお、pIA6, 8, 10は、インサート DNAに対し、ウズラ共通acDNAをプローブに用
いてサザンブロット解析を行った結果、シグナルが得られなかったため、共通aサブユ
ニットをコードしたものではないと判断し、シークエンシングは行わなかった。 
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第３節 結果 
 
図 2-1に pIA1の塩基配列を決定した際のシークエンシング戦略を示した。このシーク
エンシングの結果、5,026bpの塩基配列を決定した。これをウズラ共通acDNA（pQA312; 
Ando & Ishii, 1994）と比較した結果、相同性の高い部分が見つかったため、この配列は
トキ共通aサブユニットをコードしているものと仮定し、ウズラ共通acDNAとの相同性を
もとにエクソン-イントロン構造を推定した。エクソンとイントロンの境界は gt-agルール
（Breathnach & Chambon, 1981）に従って決定した（図 2-2）。その結果、この配列
中には 3 つのエクソンが存在し、これらのエクソンには 5’ 非翻訳領域の一部（7bp）と
翻訳領域、3’ 非翻訳領域のすべてが含まれることが明らかになった。しかし、5’ 非翻訳
領域の残りの部分に相当する配列は見つけることはできなかった。アミノ酸配列を推測し、
ウズラの共通aサブユニットと比較した結果、97.5%の相同性が見られたことから、得ら
れた塩基配列はトキの共通aサブユニットをコードするものであると結論した。 
推測したエクソン-イントロン構造を、既に報告されている魚類や哺乳類の共通a遺伝子
と比較した（図 2-3）。既知の共通a遺伝子はいずれも 4つのエクソンからなっており、第
1イントロンは 5’ 非翻訳領域の間に、第 2、第 3イントロンは翻訳領域の間に位置してい
ることが共通している。比較の結果、トキで得られた部分は、既知のものの第 1 イントロ
ンから 3’ 側の部分に相当する部分であると判明した。翻訳領域の間にあるイントロンの
位置をアミノ酸配列のアライメントをとることで比較した結果（図 2-4）、トキの第 2 イ
ントロンの位置は哺乳類と同じであるが、魚類のものとは 1アミノ残基分ずれていること
が明らかになった。一方、第 3イントロンは魚類、トキ、哺乳類を通じて同じ位置であっ
た。 
アミノ酸配列を他の鳥類と比較した結果（図 2-5）、シグナルペプチド部分ではアヒルや
 10 
キジ目（ニワトリ、ウズラ、シチメンチョウ）と 24アミノ酸残基中 3残基が異なってい
たが、成熟蛋白質部分 96 残基についてはこれらの鳥類と完全に同じであり、ダチョウと
も 3残基が異なるだけであることが明らかになった。なお、シグナルペプチドと成熟蛋白
質との境界はSignalP v2.0（Nielsen et al., 1997; Nielsen and Krogh, 1998）により推
定した。 
 
11 
1kb
3’5'
図2-1. トキの共通aサブユニット遺伝子の部分的なエクソン-　　
　　 イントロン構造とシークエンシング戦略
上段にpIA1のインサート部分を示した。「E」はEcoRIサイトを、下の矢印はシークエン
シングの方向と範囲を示す。
下段には推測されるエクソン-イントロン構造を示した。ボックスはエクソンを表し、黒
い部分は翻訳領域を、白抜きの部分は非翻訳領域を表す。また、実線の部分はイントロン
または3’下流域を表す。
pIA1E E
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gaattcattttttaaaaaatcaggcaaagaatttgggacaatattcgtacagttgcaatttacatattctgcatctttaatgttgtgttc  
ccccagttattcatatcagagatacgcgttaccctttgatctggatcaaatatagccacacaactgcatttctgttgaattacccagaga  
acatgcaatatgctatttacggccacttcatcttgtgagctagcagtagaaggatggatgtgcagtgctgcatgtagccttctttcacaa  
aattaatctattgaaaaaatttgtaaaagtttgagctgactgggggtgtgtttgtaccagcacccaaaagtcaattatttgctgcatcag  
gaaaatgaagcctgaaagaaatcttggtccagaaggctgcagagatgctgaactccccaggaccaccctgaccctgagctgccctgacga  
ggcctccatgcgatgcaggtggccccagggctgtttcaagccctcctgagctctctctcagcaccgtgtcccctcgggtgctctggagca  
cagcatatagtgcctgtctaattacaagggtcagaggagcttttgcccactgagggacaggactgggaaaatctgtttatggggactttg  
atgctaaagacgtcagtgtgtgaacaaataatctgactcttggttcaggaaattatgtcctgatgtgaaattatttccccttaaattagt  
cttttcatggctcagattctgcagattctctcatcctcccataagcatttgctggctttatccagtctaccgtaaatattaggcagttat  
gacgtttgaagtttatgtgctgtggtttatgttaatattcagaaaaaactgttaaggccagaaagaaaggcacaattttgttatagtggt  
gaagtcaattttctgagcctataaaatgcacatcagtacactgcattttcattttctaatcctggttctaaattgtctctgttacttgcg  
ctgaatgctctatcagtgtgtagcctagatgctggtactgtacccaatgcaaaacagtcccttaaaaatgtatttatttgtatttccagA               
AAGATC ATG GGT TGC TAC GGG AAG TAT GCA GCT GTC ACT TTG ACC ATT TTG TCT GTA TTT CTG CAT CTT   　　　　　　
　 Met Gly Cys Tyr Gly Lys Tyr Ala Ala Val Thr Leu Thr Ile Leu Ser Val Phe Leu His Leu                                                    
　 -20                                     -10                                           
CTT CAT GCT TTC CCA GAT GGA GAG TTT CTC ATG CAG Ggtaagctgctttcagcattcagaaatagggcaattgttcgt                   
Leu His Ala Phe Pro Asp Gly Glu Phe Leu Met Gln                                                     　　　　　　
　 +1                              +9
aaagagtattaattaaaatttcacatgttttataaatgcagtcataaatcttatcattcagttgcatttattgacactgagatatgaagg                      
tataataaatcaaggtaattttgctataaatatacttcctatttcttctctaaacttgatttctccaggtcaagagcctcacagatgact 
gtgtcctcatgttgacatgggtaaccttaatccttgaaacattatcaaatagaaacattttggtttcttgtattcctgagatctaaatgg
caacgtaacatcaggaccagcagaaccatagcttctcctcataatatgcagaaaatttgtcctctgtagatcccagaatatgggatgttg 
gtggtgtagcattctacgaaagaagcatattaggaagattttaggggtgttttggaggttgcgttttgttttttttttaattcagcctcg 
aactgaatgtagaaaaatgtgagctacaaaaatctcgggatcactgggcatttttaaaacttgataacagagtcttgcctgaaaacagac 
aatgtttaagaaacactacaagtcctgctggtgttatttaaccatctgtagctagtaggaagttttctagggacagctagtgtagtagac 
atacaaaaaaagcctccacaactgtcaacaaaattaagttagaaaaccagaaaagatacaatgatgctcgtgcccttaccctagaaagcc 
accctctagttttacagacggtgcatgttgcagggttgaaggaccccaaagaggagagctttgctgtctgtgcttttctgttctgcaggc 
atcaagcagcaaaaatgtggccagtgcttcctcttactgcccgcactttccctttctttatgaaaatgaaaatacagctggagaccaagt 
aaaaggttcttccttatatttttatggcag GT TGT CCA GAG TGC AAG CTA GGG GAG AAC AGA TTC TTT TCC AAG
　 Gly Cys Pro Glu Cys Lys Leu Gly Glu Asn Arg Phe Phe Ser Lys                                             
　 +10                                     +20       
CCA GGA GCC CCC ATT TAC CAG TGC ACT GGG TGC TGT TTC TCC CGG GCC TAT CCC ACT CCG ATG AGG                              
Pro Gly Ala Pro Ile Tyr Gln Cys Thr Gly Cys Cys Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro Met Arg                           
　 +30                                     +40                     
TCC AAG AAG ACC ATG CTC GTT CCA AAG AAC ATT ACA TCA GAA GCA ACG TGC TGC GTA GCA AAG GCT 
Ser Lys Lys Thr Met Leu Val Pro Lys Asn Ile Thr Ser Glu Ala Thr Cys Cys Val Ala Lys Ala                              
　 +50                                     +60          
TTT ACC AAG gtgaggctgtgaatgagacccgtttaagcttgtttcaggatgcaatgtttagctgagccagtgaacagaaaaaaatat                      
Phe Thr Lys                                                     
　 +70
gtttttgctggaggacattggagaactatttgagggaaacatccttggcatttatatcctttgctcttgggttctttctttttctaaaga                  
ggaaattaaaatgtcagccagtactgagtctgatattcagttgggatgtggaaattgatgcactgtcactgacttcagtgaaactacttt                        
gactcatgacacctgaagttctggtgatggacttgttgtccccttgtttttagctctcctggatatgcaccctccctttaaatgctatgc                        
agtgtgtatttgattttaattagtcattttccttgtgtctttcctgcataggcagaagttctctgggaaggtggctggtcaatactatca             
attacatgtatgggaatgagggaccaaaaccatctgtgctcattagattaattgaggttgtgtttacttttaatagtataaccaagaggg                    
aactgtaaatgtgtgcaactatttgagcatttaatgctctcatctggaaggctctcttaaagagagattctgctaaagctgactgttttg                 
ggagtgattcagctccaggtgaacaaaccttaaatttcattgaataaatggtgagctagttgaaacaagctaaggtgtctatcctgtggt                
gatctgaatcagactcattaaatgtgttgactagaggctcaggtcagttacccactcacagatttggtgccatatgaaataccctggggt                   
actcaagacatctgtgttcggctggcagacacaggacccataaaagaccttctggaatggtagctggaggcttggtgggatcccctctga                 
tatctcaaatggcagttgacagctctgtgtgcgcagctgaacaaagtgctgggtctccactggctgtgatgagagcccaggtacctgact                
tacctatagacacctacagctgaacctggctgaaccctggctcttcatctgagtagggcatagattctttttctagaccactgacattat                
acttgccctgaggcagcaactagaatttggttgagattaaaaataaaaatgactcatcgtgtttgtggtctctgtttttataatcgccgt                 
gtgaaaaactctaagaacacttcctgatttttcatagattggttacttgacactttttgaatatcagacactttaagaagtgccaaatta                 
aggacaccaaactatgtcgcttttgaaaactttctctttatggctctgaaagccactgatgatgcagcctcgcaggttggcgttcagagg                    
ctgttctagtatacgtaccccacagagcctgtgtaccttatggttaagaaaaaggcttcagacatcttttactcgagaatgctgttttta                   
ctgtctagctaatcctaattatttcttatgtgtgtgtgttttctttctttaag ATT ACC CTT AAG GAC AAT GTG AAG ATA
　 Ile Thr Leu Lys Asp Asn Val Lys Ile                            
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+72 +80                        
GAG AAC CAT ACA GAT TGT CAC TGC AGT ACC TGC TAC TAT CAT AAA TCC TAA AGCCTGTCCCTTTGTTAATGAT                         
Glu Asn His Thr Asp Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His Lys Ser stop                                                   
　 +90                     +96  
CAAGGACAACGGTGAATGGAATATTTGTTTTTCAGCTTTTATAGCACTGCTGTGTAAAATCTTATGTTTTCTGATCAAGACACTGGGTAG 
ACCTTTGAATAAGATGGATGGCTGTTTTATTTCCTCTTTGCTTCTTCATGCGTTTAAGTAAGTTTAATTATTTCCATTAGGGATAAAATA 
CAGCACTTGCATGACAACCGAAGGCTTGATCTATTTTTAAAATAAACTGTCAGTTAAATCATCaatgtttcttgaggaaaaatgattatt
図2-2. （次ページに続く）
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taatagcttaaaacagaaaaagattctgctgcagttaatttctagatttcttttttttgtgggagagggagggaaggaggaagggaggga 
tgggaaagtggatagaaaaagaagcaatcatttccccttattcatttagtgattagatttttttgaagactcaacattttgtttctcctg 
tttctcttccgttttttctttaccttgtaggcagaaagtttaacagtgtatcatctatgcacagtgctctgtccttctgtgccatctttt　
atttttctttgaacttaatctcctctcatatagatacataaatggatgcagaatcagaccttataaaaaattgtacagtttggtgtagca 
gtggtaggctagaggagtgctacaacaatattagctatttaaggtgtgcttgagcagcatggtatagggctttagtaattcccaaataaa 
caaatgggaaaggtaaggaatatgttcctggggaacaggctgcccagggaagtggttgagtccccatccctggaggtatttaaaagactt 
gtagatatggtgcttagggacatggtttagtggtggacttggcagtgctaggttaatggttgggctggatgatcttaaaggtcttttcca 
acctaaatgattctgtgattctgtgattctatgttaggtgagaagtggaccacagagtatgtattcagaatacatgaccttaatatcata 
aactgggattttagagatagcacttgttcaattgtagtgggttggatcggggactctggaggaactgcttgcaggtctggaacccgctca 
tgggaaccgaagtgaaggaattc   
図2-2. トキの共通aサブユニット遺伝子の部分的な塩基配列
エクソン部分の塩基配列を大文字で、イントロン、3’ 下流域の部分の塩基配列を
小文字で表した。ポリA付加シグナル「AATAAA」には下線を引いた。推測される
アミノ酸配列を塩基配列の下に示し、成熟蛋白質のアミノ末端を+1として順に番
号を付けた。
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1kb
マウス
コイ
トキ
10.0kb
ヒト
ブタ
6.4kb
11.5kb
ラット
5.4kb
アカゲザル
14.7kb
ウシ
13.5kb
サケ
図2-3.  魚類、トキ、哺乳類の共通aサブユニット遺伝子の
　　　 エクソン-イントロン構造の比較
ボックスはエクソンを表し、塗りつぶした部分は翻訳領域を、白抜きの部分は非翻訳
領域を表す。実線は5’上流域、イントロン、3’下流域を表す。対応するエクソンを破
線で結んだ。
参考文献
コイ（Huang et al., 1992）、サケ（Suzuki et al., 1995）、マウス（Gordon et al., 
1988）、ラット（Burnside et al., 1988）、ウシ（Goodwin et al., 1983）、ブタ
（Kato et al., 1990）、アカゲザル（Golos et al., 1991）、ヒト（Fiddes & 
Goodman, 1981）
（現時点では不明）
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YPRNDMNN　FGCEECKLKENNIFSKPGAPVYQCMGCC     
YPNSDKTN　MGCEECTLKPNTIFPN----IMQCTGCC         
FPDGEFLMQ　GCPECKLGENRFFSKPGAPIYQCTGCC
LPDGDLIIQ　GCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCC   
LPDGDFIIQ　GCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCC  
FPDGEFTMQ　GCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCC  
FPDGEFTMQ　GCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCC 
FPDGEFTMQ　DCPECKPRENKFFSKPGAPIYQCMGCC  
APD----VQ　DCPECTLQENPFFSQPGAPILQCMGCC
コイ　　　　
サケ　　　　
トキ　　　　
ラット　　　
マウス　　　
ウシ　　　　
ブタ　　　　
アカゲザル　
ヒト
NITSEATCCVAKEVKR　VLVNDVKLV-NHTDCHCSTCYYHKS 
NITSEATCCVAKEGER　VTTKDGFPVTNHTECHCSTCYYHKS 
NITSEATCCVAKAFTK　ITLKDNVKIENHTDCHCSTCYYHKS 
NITSEATCCVAKSFTK　ATVMGNARVENHTDCHCSTCYYHKS 
NITSEATCCVAKAFTK　ATVMGNARVENHTECHCSTCYYHKS 
NITSEATCCVAKAFTK　ATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS 
NITSEATCCVAKAFTK　ATVMGNARVENHTECHCSTCYYHKS 
NVTSESTCCVAKSLTR　VMVMGSVRVENHTECHCSTCYYHKF 
NVTSESTCCVAKSYNR　VTVMGGFKVENHTACHCSTCYYHKS               
図2-4. 魚類、トキ、哺乳類の共通aサブユニット遺伝子のイントロンの　
　　 位置の比較
（Ａ）
（Ｂ）
+36+1
+56 +96
矢印とスペースでイントロンの位置を示した。アミノ酸配列の上の数字は、トキの成熟蛋白質の
アミノ末端を+1とした場合のアミノ酸の位置を表す。
参考文献
コイ（Huang et al., 1992）、サケ（Suzuki et al., 1995）、ラット（Burnside et al., 1988）、
マウス（Gordon et al., 1988）、ウシ（Goodwin et al., 1983）、ブタ（Kato et al., 1990）、
アカゲザル（Golos et al., 1991）、ヒト（Fiddes & Goodman, 1981）
（A）第2イントロン　（B）第3イントロン
コイ　　　　
サケ　　　　
トキ　　　　
ラット　　　
マウス　　　
ウシ　　　　
ブタ　　　　
アカゲザル　
ヒト
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FPDGEFLMQGCPECKLGENRFFSKPGAPIYQC  
................................  
................................  
................................  
................................  
............................V...
TGCCFSRAYPTPMRSKKTMLVPKNITSEATCC  
................................  
................................  
................................  
................................  
............L...................
VAKAFTKITLKDNVKIENHTDCHCSTCYYHKS  
................................  
................................  
................................  
................................  
....................E........... 
トキ　　　　　
アヒル　　　　
ニワトリ　　　　
ウズラ　　　　
シチメンチョウ　
　
トキ　　　　　
アヒル　　　　
ニワトリ　　　　
ウズラ　　　　
シチメンチョウ　
ダチョウ　　
（Ａ）
図2-5. 鳥類における共通aサブユニットのアミノ酸配列の比較
（A）シグナルペプチド部分　（B）成熟蛋白質部分
トキ　　　　　
アヒル　　　　
ニワトリ　　　　
ウズラ　　　　
シチメンチョウ　
ダチョウ　　
トキ　　　　　
アヒル　　　　
ニワトリ　　　　
ウズラ　　　　
シチメンチョウ　
ダチョウ　　
（Ｂ）
MGCYGKYAAVTLTILSVFLHLLHA
.D..R..................S
.D..R..................T
.D..R..................T
.D..R..................T
-24 -1
+1 +32
+33 +64
+65 +96
トキ以外の鳥類では、トキと同じアミノ酸残基を「.」で示した。システイン残基を「●」
で、糖鎖が付加すると推測されるアスパラギン残基を「▼」で示した。
参考文献
アヒル（Hsieh et al., 2001）、ニワトリ（Foster et al., 1992）、ウズラ（Ando & 
Ishii, 1994）、シチメンチョウ（Foster & Foster, 1991）、ダチョウ（Koide et al., 
1996）
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第４節 考察 
 
本研究では、トキの共通a遺伝子の部分構造を明らかにした。この遺伝子の構造を明ら
かにしたのは鳥類では初めてのことである。トキで得た部分的なエクソン-イントロン構造
を既知の動物（哺乳類、魚類）と比較したところ、ほぼ同じ構造をしていることが明らか
になった（図 2-3、図 2-4）。魚類や哺乳類と同じ構造がトキでも見られたことから、トキ
以外の鳥類でもこの構造が保存されているものと考えられる。 
唯一の違いが見られたのは第 2イントロンの位置で、トキと哺乳類では同じ位置であっ
たが、魚類（条鰭類）では 1 アミノ酸残基分ずれた位置にあった（図 2-4）。条鰭類の共
通aサブユニットについては、新井（1999）が様々な脊椎動物のアミノ酸配列の比較から、
他の脊椎動物に比べて進化速度が特に大きくなっていると報告している。したがって、こ
のイントロンの位置の変化がトキ（鳥類）と哺乳類の共通祖先で起こった可能性に加え、
魚類（条鰭類）の祖先で起こった可能性、あるいは両方で起こった可能性も考慮に入れな
ければならない。Arai et al.（1998）は様々な脊椎動物の共通aサブユニットのアミノ酸
配列のアライメントをとり、その中でオーストラリアハイギョだけがこのイントロンが位
置すると考えられる箇所に 1アミノ酸残基の挿入を持つことを報告している。オーストラ
リアハイギョの共通a遺伝子の構造は現在のところ明らかにされていないが、これが明ら
かにされれば、このイントロンの位置の違いを説明する情報が得られる可能性がある。 
また、鳥類内でアミノ酸配列を比較した結果、トキ、アヒル、キジ目（ニワトリ、ウズ
ラ、シチメンチョウ）、ダチョウのアミノ酸配列は、立体構造を構築するのに重要なシステ
イン残基や、糖鎖が付加すると推測されるアスパラギン残基などの特徴的なアミノ酸残基
も含めて全体的によく保存されていた。これらの鳥類の系統分類学的な関係を考えると、
これら以外の鳥類でも基本的には共通aサブユニットのアミノ酸配列はよく保存されてい
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ると考えられる。 
 
  
 
第３章 
 
 
濾胞刺激ホルモンβサブユニット  
遺伝子のクローニング  
 
 
 19 
第１節 序 
 
濾胞刺激ホルモンbサブユニット（FSHb）遺伝子のクローニングはこれまで、ヒト
（Jameson et al., 1988）、ウシ（Kim et al., 1988）、ラット（Gharib et al., 1989）、
ブタ（Hirai et al., 1990）、ヒツジ（Guzman et al., 1991）、マウス（Kumar et al., 1995）
の哺乳類と、キンギョ（Sohn et al., 1998）、ティラピア（Rosenfeld et al., 2001）の魚
類で報告されてきた。また、鳥類においては cDNAの塩基配列がウズラ（Kikuchi et al., 
1998）とニワトリ（Shen & Yu, 2002）で、化学的手法により決定されたアミノ酸配列
がダチョウ（Koide et al., 1996）で報告されているだけであった。本章ではトキの FSHb
遺伝子のクローニングとその結果得られた情報について述べる。 
 
 
第２節 材料及び方法 
 
材料 
トキ（Nipponia nippon）のゲノム DNA（第 2章参照） 
 
方法 
１） ＰＣＲ 
まずトキ FSHb遺伝子の部分配列を得るために PCR を行った。プライマーは哺乳類
と魚類の FSHbサブユニットのアミノ酸配列をもとに設計され、ウズラ FSHbcDNAの
部分配列の増幅に用いられたもの（Kikuchi et al., 1998）を用いた。プライマーの配
列を以下に示す。 
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FSH-F: 5’-TG(T/C)TCIGGITA(C/T)TG(C/T)T(A/T)(A/C)ACIA(A/G)(A/G)G-3’ 
FSH-R: 5’-CA(A/G)TCIGT(A/G)CT(A/G)TCI(C/G)T(A/G)TC(A/G)CAI(G/T) 
TI(C/T)C(A/G)CA(A/G)TG(A/G)C-3’ 
 
反応は 95℃1分、50℃1分、72℃3分のサイクルを 30サイクル行った。この反応をゲ
ノムDNAを鋳型に Premix Taq（Ex Taq version）（Takara）を用いて行った。PCR
産物をアガロースゲル電気泳動した結果、800bp 付近に 1 本のバンドが確認されたの
で、これをゲルより切り出し、QIAEX II Gel Extraction Kit（QIAGEN）にて精製し、
DNA Ligation Kit Ver.2（Takara）を用いて pCR2.1プラスミドベクタ （ーInvitrogen）
にライゲーションした。この反応液をコンピテントセル JM109（Takara）に形質転換
し、得られた白コロニーからプラスミドを抽出して、シークエンシングを行った。シー
クエンシング反応は第 2 章で述べた通りである。シークエンス後、1 つのクローン
（pIFPCR）を選んで、後の実験に用いた。 
 
２） サザンブロット解析 
ゲノム DNA1mg ずつを制限酵素 EcoRIまたは BamHIで消化し、サザンブロット解
析を行った。プローブには pIFPCRをランダムプライム法により[a-32P]dCTP で標識し
たものを用いた。その他は 2章に述べた方法に従った。 
 
３） ゲノムライブラリーの作製とスクリーニング（１） 
サザンブロット解析の結果、BamHI消化したDNAのレーンでおよそ 10kbの位置に
シグナルが 1 本のバンドとして認められた。そこで、この断片をクローン化するため、
BamHI消化 DNAとlEMBL3ファージベクター（Stratagene）を用いてゲノムライブ
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ラリーを作製した。BamHIで消化したゲノムDNA約1.5mgをDNA Ligation Kit Ver.1
（Takara）を用い、lEMBL3ファージベクター1mgにライゲーションし、この反応液
10ml中 4mlをGigapack III Gold Packaging Extract（Stratagene）を用いてパッケ
ージングした。その結果、5.0x104 pfuのライブラリーが得られたが、これを8.0x109 pfu
にまで増幅し、そのうち 1.0x105 pfuについてスクリーニングを行った。プレハイブリ
ダイゼーションの条件は第 2 章に述べた通りである。ハイブリダイゼーションは、
pIFPCRをランダムプライム法により[a-32P]dCTP で標識したものをプローブに用い、
60℃で一晩行った。ハイブリダイゼーション後、ナイロン膜を 60℃の 1xSSC, 
0.1%SDS中で 20分間洗浄、さらに 60℃の 0.1xSSC, 0.1%SDS 中で 20分間洗浄し
た。シグナルの検出は第 2 章で述べた通りである。第 2、第 3 スクリーニングの後、1
つのポジティブクローン（IF1）が得られたので、BamHI と EcoRI で切断後、
pBluescriptII プラスミドベクター（Stratagene）にサブクローニングしてシークエン
シングを行った。 
 
４） ゲノムライブラリーの作製とスクリーニング（２） 
シークエンシングの結果、IF1は FSHb遺伝子の 3’ 側の部分を欠いていることが明ら
かになったため、残りの 3’ 側の部分を得るために、再度ライブラリーのスクリーニン
グを行った。pIFPCR と IF1 の塩基配列の比較から、pIFPCR の 3’ 側の部分およそ
180bpが IF1では得られなかった 3’ 側の部分であることが判明したため、pIFPCRを
BamHIで消化し、アガロースゲル電気泳動後、約 180bpの断片を回収することで、そ
の部分の配列を単離した。これをランダムプライム法により[a-32P]dCTP で標識したも
のをプローブに用い、ライブラリーをスクリーニングしたが、ポジティブクローンを得
ることはできなかった。そこで、増幅したライブラリーでは目的のクローンを得ること
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ができない場合があると考え、新たなライブラリーを作製し、増幅せずにスクリーニン
グに用いることにした。新しいライブラリーはBamHI消化したゲノムDNAをlEMBL3
ファージベクターにライゲーションし、パッケージングして作製した。この結果、
1.6x105pfuのライブラリーが得られたので、前述の 180bpのプローブを用いてスクリ
ーニングを行った。ハイブリダイゼーションは 50℃で一晩行い、その後、ナイロン膜
を 50℃の 3xSSC, 0.1% SDS中で 20分間洗浄した。第 2、第 3スクリーニングの後、
3 つのポジティブクローンが得られたが、制限酵素処理による解析の結果、同じ電気泳
動パターンを示したことから、これらはいずれも同一のインサートを含むものと判断し、
このうちの 1つ（IF4）をシークエンシングに用いた。180bp の部分配列をプローブに
用いたサザンブロット解析の結果、約 3.5kbの BamHI-HindIII断片がこのプローブと
ハイブリダイスすることがわかったので、この断片を pBluescript IIプラスミドベクタ
ーにサブクローニングしてシークエンシングを行った。シークエンシングには BigDye 
Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用
い、Applied Biosystems 社製のオートシークエンサーABI PRISM 377 DNA 
Sequencing Systemで解析した。 
 
 
第３節 結果 
 
 トキのFSHb遺伝子の塩基配列を決定するのに用いたシークエンシング戦略を図3-1に
示した。まず、PCR 産物をクローン化してシークエンシングした結果、780bp の塩基配
列が決定された。この配列をウズラ FSHbcDNA（Kikuchi et al., 1998）と比較したとこ
ろ、この配列は 582bp のイントロンを含む FSHb遺伝子の一部であると結論された。こ
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の部分配列をプローブに用いたライブラリーのスクリーニングでは、1つのクローン（IF1）
を得ることができた。IF1のインサートはおよそ10kbであったが、そのうち片側からの
4,059bpの塩基配列を決定した。この塩基配列をウズラ FSHbcDNAや pIFPCRの配列
と比較した結果、このクローンには遺伝子の 3’ 側の部分が含まれていないことが明らか
になった。そこで、再度ライブラリーを作製し、スクリーニングした結果、3 つのポジテ
ィブクローンが得られた。このうち 1 つのクローン（IF4）のインサートおよそ 10kb の
うち片側から 3,620bpについて塩基配列を決定した。 
IF1と IF4はBamHIの切断部位によって互いにつながっていることが pIFPCRの配列
により確認され、最終的には、IF1 と IF4で得られた配列を合わせて 7,633bp の塩基配
列が決定された。この配列をウズラとニワトリのFSHbcDNA（Shen & Yu, 2002）と比
較して相同性の高い部分をエクソンと判断することでエクソン-イントロン構造を推測し
た。特に、転写開始点とポリA 付加部位については、5’ 末端と 3’ 末端がRACE（Rapidly 
Amplified cDNA Ends）法によって決定されているニワトリ FSHbcDNAの配列を参考
にして推定した。また、エクソンとイントロンの境界は gt-ag ルール（Breathnach & 
Chambon, 1981）にしたがって決定した。その結果、この配列は 2,820bpの 5’ 上流域
と、34、160、2,549bpの 3つのエクソンと 458、582bpの 2つのイントロン、1,030bp
の 3’ 下流域からなっていることが明らかになった（図 3-2）。なお、推測した転写開始点
の上流 27bpと 47bpの 2箇所に TATAAA配列があり、推測上の 3’ 非翻訳領域には 5箇
所にポリ A付加シグナルAATAAAが見られた。また、3’ 非翻訳領域には、mRNAの不安
定化に関与する配列 ATTTA が 8箇所見られた。さらに、塩基配列よりアミノ酸配列を推
測し、ウズラと比較した結果、94.7%という高い相同性が得られ、この塩基配列がトキの
FSHb遺伝子をコードするものであることが確認された。 
トキ FSHb遺伝子のエクソン-イントロン構造を既知の魚類及び哺乳類のものと比較し
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たところ（図 3-3）、3つのエクソンと 2つのイントロンからなる構造は他の動物のものと
同じであることがわかった。イントロンの位置も他の動物と同様、第 1イントロンは非翻
訳領域に、第 2イントロンは翻訳領域の中に位置していた。特に、翻訳領域の中にある第
2 イントロンの位置をアミノ酸配列のアライメントをとって比較を行った結果（図 3-4）、
トキのものは魚類、哺乳類のものと同じ位置にあることがわかった。 
5’ 上流域の塩基配列を哺乳類やキンギョのものと比較したところ、ほとんどの部分では
目立った相同性は見られなかったが、プロモーター領域については哺乳類のものとアライ
メントをとることができた（図 3-5）。この領域では、ヒツジ FSHb遺伝子で 1 つの
progesterone responsive element （PRE）と 2つのAP-1 responsive elementが転写
調節配列として報告されている（Webster et al., 1995; Huang et al., 2001）。トキの相
当する部分の塩基配列を見ていくと、PREの 15塩基中ではヒツジのものとは 2箇所、コ
ンセンサス配列とは 6箇所の塩基が異なっていた（ヒツジの配列はコンセンサスの配列と
は 4箇所で異なっていた）。また、上流のAP-1 responsive elementの 7塩基では、トキ
はヒツジの配列と 2 箇所が異なっていた（ヒツジの配列とコンセンサス配列は一致）。さ
らに下流の AP-1 responsive elementの 7塩基では、ヒツジとは 3箇所、コンセンサス
配列とは 2箇所異なっていた（ヒツジとコンセンサス配列は 1箇所異なっていた）。 
推測されるアミノ酸配列を他の鳥類と比較した結果（図 3-6）、ウズラと 94.7%、ニワ
トリと 95.4%という高い相同性を示した。また、ダチョウの FSHbサブユニットは C 末
端が他のものより 5アミノ残基分短くなっているが、この部分を除けば、トキとダチョウ
の相同性は 93.4%であった。 
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IF1
IF4
5’ 3’
pIFPCR
λ
B B B
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図3-1.トキのFSHbサブユニット遺伝子のエクソン-イントロン構造と
　 シークエンシング戦略　　 　　
上から順にpIFPCR、IF1、IF4を示した。矢印はシークエンシングの方向と範囲を表す。 最下段
にはトキFSHb遺伝子の推測されるエクソン-イントロン構造を示した。ボックスはエクソンを表
し、塗りつぶした部分は翻訳領域を、白抜きの部分は非翻訳領域を表す。また、実線の部分は5’
上流域、イントロン、3’下流域を示す。「B」は BamHIサイトを表す。
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gaattccaggagtatggcttcaataattccactgtgacattctgggcaacacctagcattcagcctggaagcataatgacaactgctaaa
tctaggatgggcaatactgcttaagaactagatagataaaaccactacttaacgcttgaaagttgctgtagcatgtgaagaggaagcgtt    
cttccctctgacattattccctaaattgaaatataaaccatttaacatggaaaacatttctatttctcaaatagatacaaaattcagtaa    
cgcagaacctatgtataatgttcacatatatatgaaaattatagctttctggataaataacatttgctattcccttcacaattaccataa  
cctttttttaatctaataggaatataaacttgaaggagtatgatatagttagcatacaaacatttcccagaggtatgaactaataatctt   
agaaagacatatacttacacaacatcttgcccatcatgagaagtaattccttagcgtatctttctaacaaaaggtgtgggaacaaaatca   
aagtcaaccaagtaacaactcaccaaattaccactcctcagaggataggctggtggttagttgattccagtttgtaatttcctattaccc   
taaaaatgcatattcatatattcacacaatgaatttagcagagctgatagctggagaaccaacctagaactaatgattccagaaacaaat   
gcccttgaagtcagtacaggacgaaatcctcctgttaaaaagtttgcattgtgtttacaatgtggcttcatgagctctccagtgagaaca   
ctctgtgaagcgtttcctgtcaacctcccccctcattcccactccccaatcaatcccatcaattacgctgctacagctgttcatttcatt   
gtggaacaaattgatatggattaacaacaatgctgtaaaagacagctgggttgggttttttgcttttaatcagaatgatttccctaattt   
gtgttgccacaagtgaggaggctgagtgggccagaacaaggaactaggggagggaagaaacagcatggtaggggctaaacttgcactctc   
tgcttgtgaaattatggttttagtgaatgtatatgacttcctcaaaccatgaaacagatcattgcaactgagagattagatattttctgt   
attctcctgcaaatgaagtttatttggttttatttaatttgacttagaaaaggcaagatcctcagtagggatataactaattgtaatcag   
cttttgtctggcatctctggcattaatgatttacagcacgtgagaatcttctctgacaagacagatcatgttgacagtaaaagacacaaa  
agacaattatcaaacaatcacagagtttatattagtaaagaggaagatgtctgctttcttgacttctttatacatttaattgagctgtat   
tctcattcaaacaaaattattattacaggatatgtccagggcaaagttgtagatcactttctaatttggtgtgataggaaattcattaac   
aaattaaggtattgcagactggatggaaactggaacagatggccagtctgcaggaccacaggaaggtctgagacacttaaagagctcatt   
tgtaaaagccattttggaaagaatcctgtctgcaggacagagagaatttcttttcatgataaaatgctgtatgtccttgcctagttttct   
tttgtggatggatttctgtaaaagtcagactgaccataatagaacagtcataacaaagcaagactggctgttctgggcagatgatagtaa   
atacagtgctactgtgagtcattttccccagaagtgatatgtgaagctcaacaaagttatttctctgtcattattctggtgaagaggcac   
accgctaacttgtgaatgcaggaaaagggcagtgagcaggggaacactattcatagaatcttttattatcatgatgaactagggaatgca    
ttcaagctgagtttgcatggttatctgttaaaaatattagcattttccctgtaacatgacaatacttgatctgagatcactaacagaaga    
cacagatctggaccctcactgtgacatctttatagtccctttccacaatacagacatcccttacataagtttaaaaaaatgtgaccgtgt    
gacagacaggaaccaggattgcacatactgggatagaaatctgaattttgaaaagccacagtggtattttaaatggtaaagaaaagtcga    
gttacggtttaacaaaactctcaatactagctttcttggaccacagatcaataaacaagtatatatgcagctcactgggtaagacctaat    
tcagagaaaagcaattaagattgataccctgaaaaactcaggaacatgttcattagccaagaagcgctctagcaatatctctgctatgaa   
ttaccaaaggacaaacttgcaccccaagcctatcagtttgagggctgacataaaacacagttaaaagacttgaacttttcttttccaaaa   
ataggcttctcagccttcattcaaattgtggcatggttcagctatttctaaatgccactgaatcaaatccagggaaacttctaaaaagac    
attgtgacagtaaccttcaccatcacttcctgagtgtgttttgcttttctttttttgtcttaacaaggcttgatctcactgtctggctga    
acattaatccactttcaccaagtaccaaacgaatgcttgctgcattaatacgctgcaaatcctcaaggtataaattacaccaatttagta
taaaaggtgagcacggggctttcttttcacTACAGCTACTACCAGGAAGGCAAGTAGAATACAGgtaagttttcatcagatcctgatcta    
gaaatcttttttcaaattgcaaacactgtatgtaattaattgcttctgaagaatacattatcctttgctctttctctcccttgcttcttt   
ttctttctccttaaagacaggacacattctctgtatggaaacttagataaaaatatttcattgaaagtggtatggtactctgctattatt   
attctgcagagattgctgacatgccacttcagtcgctttggaaaatcaaactccgttaacaataaacatacagatagatttatttcatgg  
ctttatcctatgttctcactgatgtttctgaaagcttgctattatagaaccacttgaggataatgtgaaggctcaacttctctctatttc    
tataaatatttcctgttgaaaataactatacatgtttctctggtatagatacattttttgctttatacacagG ATG AAG ACA GTT           
　 　 Met Lys Thr Val            
　　　　 -18                    
AAT TGT TAT GTG CTG TTA TTT TGC TGG AAA GCA ATT TGT TGC AAT AGC TGT CAG CTT ACC AAC ATT                          
Asn Cys Tyr Val Leu Leu Phe Cys Trp Lys Ala Ile Cys Cys Asn Ser Cys Gln Leu Thr Asn Ile          
　 -10                                      +1                      
ACC ATA GCA GTG GAA AGA GAA GAA TGT GAA TTC TGT ATT ACA GTG AAT GCC ACG TGG TGC TCA GGA                     
Thr Ile Ala Val Glu Arg Glu Glu Cys Glu Phe Cys Ile Thr Val Asn Ala Thr Trp Cys Ser Gly         
　 +10                                     +20                    +30                                            
TAC TGC TTC ACG AGG gtgagaatcttaagtttaatttctaaataactcatttctccagtccttaatgaacacataggcaggatga           
Tyr Cys Phe Thr Arg                                                    
　 +35                                                             
gccttgtgaaacaacaggttgagtaacttctgtgctatttgacaggaaagtagatacacagccagtctgaactacaaagcgaagggtgaa 
aagatgccagtaaaattcaggtcttctttaactggctgcacacatgtttatattgtataactagagttgaaagtaatacaatctggatct 
ctgccttgtgttcaatttgtggttgcaaatggatacaataaagcagcctttgtagactcctctacttttccaaataatttgaagaatcaa 
gtaattgacctgaaagattgtctggtgatggtatgacacaaatttgccatatcagtcctcctgaaaggagaaatctaaggatctaggtta 
aattataagagtctgatgcaaaccctttgatctcagtgggattttccccattggtttaattagttttcacatcaggtcctttattttgaa 
aaatttggaattctgcctcataacaaatttcaaaacaagtatttccttcttgtaattttcag GAT CCA GTA TAT AAA TAT CCA                  
　 　　 Asp Pro Val Tyr Lys Tyr Pro             
　 +36             +40                                               
CCA GTA TCA TCT GTT CAG CAA ACA TGT ACT TTC AAA GAG GTT GTG TAT GAA ACA GTG AAG ATC CCA                       
Pro Val Ser Ser Val Gln Gln Thr Cys Thr Phe Lys Glu Val Val Tyr Glu Thr Val Lys Ile Pro          
　 +50                                  +60                      
GGC TGT GGT GAC CAT CCC GAA TCT TTT TAT TCG TAC CCA GTA GCT ACT GAG TGC CAT TGT GAG ACC
Gly Cys Gly Asp His Pro Glu Ser Phe Tyr Ser Tyr Pro Val Ala Thr Glu Cys His Cys Glu Thr         
　　　　　　　　　　　　　　　　　　+70                                     +80　　　　
TGC GAC ACT GAC AGC ACT GAC TGC ACC GTG CGA GGG CTG GGG CCA TCC TAC TGT TCT TTC AGT CAG      　　
Cys Asp Thr Asp Ser Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser Phe Ser Gln          
　 +90                                    +100　　　　　　　　　　　
図3-2. （次ページに続く）
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AAT GGA AGT AAC CAA TGA AGGGTACTTGAGATGGCAGCTTGGCTTTACATGTTCACTTCTAAATAAAGGTACTGATCGGGCTTA                       
Asn Gly Ser Asn Gln Stop 
　 +110        +113                                                
AGTGGAAGATAATAGGCAAGGCTATTTAGAAACTGCCAAGATTGAAACAAAGATTTTTAAGGCCAAAATGGAGAGCTACTGACTAAACTT 
CTCTTCAGGCCTTCCCTACTTATCCCATCAGTTTCCTTAAAATCATTTTCATATGTCTATAGAACACTGCTTCCGATTCCTTCTGCCCTT 
ACCTCCTCTTCTTCTCTATTACACCTTCATTCTTTATAGTCCTGTATTTCCACTGCCTAGTTCACTTAGATTATTCTATGCTATCCTATG 
CTTTCAAAACGTTCCCAATTTCCAAGTCTTTATTATCACCTGCTTTCCATTTCTCCTCAGAACGCACCTATTTTAAAAAGCCTTGCAGCA 
CTGGTTTTCTTACAACCAACAGCTATGCCCTCACTTTCTATTAGCTGGACTGTAAACCTCTCTGAGCCGAGATCCTGACTTTTTTTTTTT 
TTGGCAAAATATTTCATATAGTCATTATGCTCTGTAAATAATAACAGCATGTTTATTTACAAGCCAAAATCTATGTTCAAATGTTGAATG     
TCACCTGAACTCTTGTGCTTTCTCAGTAAGGCTTGTTAGCTCAGGCTCAGTGACACAATAACGCAAATAGCATGAACTCTAGTTTATGCC 
TGGCTAACTTGAAAAAAGAATCATCAGCCATCTACTTTCACCTGAGTAAACATATCCTAAGTTAGTTAAACAATTCTGAAAATTTTGCTG    
CATCTCAGAAACACTGGATTTCCTCTCATTCTGCAACAAAATGTAAGAATGAGAATTTTTTAAACACTATTTAACATAGGCGTCTCACAA 
ATTATTTAGGGATGAATCTAGAGGCACCTGATCCCAGTAGTGCAAACATGGTGTGATAACATGCCTTGAAAGTAGCTCACAGTAGTCCCT 
CTGAGAATGGAAGTTTATATAGAGTTCTGCAGCAACCTAATTCTGCAATGGCCAATATGAAGTTGGGATGGTTGGGAAGCAAGCTGGAGG 
ACCGGCTGAATCAGAATGGAAAATTATCGCACGTTATTGGGAAAATTATCTGAAACCGACAGAATGAAACCCTATCAGGAAAATGAAAAG 
ATACCGCTCTTCATCAGAAACAATCACCTACACAAACACAGAATGGAGAGCAACTGGTTCAGCAGCAGTTCGGCACCAAAGACTTGGCGG 
TTATATGAGCTAAGTATGAGTCAACAGTATGACACCACTGCAGAAAAGTGGGAATGTAAGGAGTAGAGACTACAAGACACAACCTACTTC 
CACCATTCTGCTCAACATGACAAGAGTCTCAGCGGAGTTGTTATTTCCAGCTTTGGACACAGAACTTCAAGGCATCGAAAAAACGGAGAA 
AATCCACAGAAGAGTAATAAAAATGGAGAGAGGCCTAAAAAATATCTTAGGAGAAAAAGATTTAAATAAATGTGGTTGTTTTGCTTACGG 
GAGGTAACACTTAGAGGGGGGGAAATTAGTGGAACCTTTTACATGCTTGAAGACTGTTACAAAGAGAAAAGGAACAGTCAGTTCTCCATG 
TTCATAGTGAACAGAACAACTAATGAAAGATTCAGAGTAGCCACTAGCAAATCTTTGGAAAGGTTCAGACAGCCAGACGCTGAAATAAAT 
TGTTAGGGGGTTCAGGAAGGAAGGGAGAGAGAGTGGGGTCTGTGGAGTAGTGACCACTACAGGTCTTCAAGAACACATTGAACCTGTTGG 
GAATGACAGAGATAAAGTTAATTTGCCATGAGGAAGGGAATGAAGTAGACGACCTCTTGAGGGTGCCTGACATGTCTGCTTTTGAGACCC 
TTACAGACATGTTTATTTAAAGGGAATTTGTCGGTTACTCTGGATGTCTCTTACAATAGATATTTTAACTTATTTCATTTTTAGCTTTTT 
TTACTGAAAGATATTAGATCTCTTAACTTTATTTATAAGATTTATCTGCATGGACATTTTCTTTGGTCTACTGAAGTTTTAAAAGTGGTA 
AAGTAATAGGTAAATCAAATTGCCTCTCACTCATTTCAGTTTTAAACATGAGTTGACGTTGGTTAAAACTAAGCATATTATTAATTTCAG 
GAATTATTCCATTCTGGATGAGGGAATTTTGAATTAAAATTGCAAAACAGAGTAGCTTGTAGTAAAAAAGTATGGAAAAAGATACGTCTT 
CAAAATAGATCTGTAAACACCTGTATTGTCTGCTGTGCATTTTGGAACAATAAAAATAATTTTGTTGCACTTCTGTTATGTGTCTTaata 
agccaattaaaaaccttataagtccacctgcctacttcactatgctttaaatcacacttccccccacacacataattttttttcatataa 
ctaatacactcatctgagccatatttgcattatagacctgcagtactgtgtccagctctggggtcctcagcactataaagacatggacct 
gttggagcgggtccagaggagggccacaaaaatgatcagagggctggaacacctctgctatgaggaaaggctgaaagagctggggctctt 
tagcctggagacaagaaggctgcggggagaccttattgcgccctttcaatacttaaagggggcttataagaaagatggggacagactttt         
tagcaggcccaatagcgataggacgaggggtaatggttttaaactaaaagagggtagattcagactagatataaggaagaaactttttac 
aatgagggtagcgaaacactggaacgggttgtccagagaggtggtagatgccccatacttggaaacattcaaggacaggctggatggggc 
tctgagcaacctgatctagttgttgatgtccctgccaattgcaggggggatggactagatgacctttaaaggtcccttccatcccaaagc 
attctatgattttatatggccaaatcacatcaaataaaagcctggtatattttagcctgacccagtaataagatgttgaaatattatgta 
gttgtaacacaacagaactgtggatgagaataaagattatcagtaatattgtatttaaactatagggattagaacctctccagagctgtg 
tccacatctctgtcacaaattagcttgcatgtaaaaccaaaaattatatagctctcatttcatccatcagacaaatgcaaccactcattt 
tcattttgcaaatgaatctattcagaaccttggaattaaaactgtaactaatgcagtcaaaagagtattgaggttaatctcagaatgctg 
gcaaaaaaaatcctaatcacgcagcactgcaagctt
図3-2. トキのFSHbサブユニット遺伝子の塩基配列
エクソン部分の塩基配列を大文字で、5’上流域、イントロン、3’下流域の塩基配列を
小文字で表した。推測される転写開始点を矢印で示した。TATAAA配列とポリA付加
シグナルには下線を引き、ATTTA配列を実線で囲った。推測されるアミノ酸配列を
塩基配列の下に示し、成熟蛋白質のアミノ末端を+1として順に番号を付けた。
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1kb
キンギョ
トキ
ラット
ウシ
ヒト
マウス
ヒツジ
ブタ
図3-3. キンギョ、トキ、哺乳類のFSHbサブユニット遺伝子の　　
　 エクソン-イントロン構造の比較
ボックスはエクソンを表し、塗りつぶしの部分は翻訳領域を、白抜きの部分は非翻訳
領域を表す。実線の部分は5’上流域、イントロン、3’下流域を示す。相当するエクソン
を破線で結んだ。
参考文献
キンギョ（Sohn et al., 1998）、マウス（Kumar et al., 1995）、ラット（Gharib
et al., 1989）、ヒツジ（Guzman et al., 1991）、ウシ（Kim et al., 1988）、ブタ
（Hirai et al., 1990）、ヒト（Jameson et al., 1988）
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CEFCITVNATWCSGYCFTR DPVYKYPP
　　　CGSCITIDTTACAGLCKTQ ESVYRSPL
CRFCISINTTWCAGYCYTR DLVYKDPA
CRFCISINTTWCEGYCYTR DLVYKDPA
CSFCISINTTWCAGYCYTR DLVYKDPA
CGFCISINTTWCAGYCYTR DLVYRDPA
CNFCISINTTWCAGYCYTR DLVYKDPA
CRFCISINTTWCAGYCYTR DLVYKDPA
トキ
キンギョ
マウス
ラット
ヒツジ
ウシ
ブタ
ヒト
RPNTQKVCTFKELVYE
RPNIQKTCTFKELVYE
RPNIQKTCTFKELVYE
RPKIQKTCTFKELVYE
VSSVQQTCTFKEVVYE
RPNTQKVCTFKELVYE
RPNIQKACTFKELVYE
MLSYQNTCNFREWTYE
図3-4. キンギョ、トキ、哺乳類のFSHbサブユニット遺伝子の　
　　 第2イントロンの位置の比較
矢印とスペースでイントロンの位置を示した。アミノ酸配列の上に記した数字はトキの
成熟蛋白質のアミノ末端を+1としたときのアミノ酸の位置を示す。
+59+17
参考文献
キンギョ（Sohn et al., 1998）、マウス（Kumar et al., 1995）、ラット（Gharib
et al., 1989）、ヒツジ（Guzman et al., 1991）、ウシ（Kim et al., 1988）、ブタ
（Hirai et al., 1990）、ヒト（Jameson et al., 1988）
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gaacattaatccactttcaccaagtaccaaacgaatgcttgct
aaacactgattcacttacagcaagcttcaggctaa-caccgct
aaacactgattcacttacagcaagcttcaagctaa-cattgct
aaacactgattcacttacagccagcttcaggctaa-cattgat
aaacaatgattccctttcaacgggctttgtgttgg-tattggt 
aaacactgattcacttacagcaagcttcaggctag-cattggt  
TGANTCA
-gcattaatacgctgcaaatcctcaa-ggtataaatta-----
cttactaatacccaacaaatccacaa-ggtttagtttagtttc
cttactaatatttaacaaatccacaa-ggtttagtttagtttc
cttactaatacccaacaaatccacaaagtgttagttt-----c      
cacgttaacacccagtaaatccatggggtgttag---------
catattaatacccaacaaatccacaa-gtgttagtt-----gc 
TGANTCA
caccaatttagtataaaaggtgagcacggggctttcttttcac
acacaattttgtataaaaggtgaactgagactagactcagct-
acacaattttgtataaaaggtgaactgagactagactcagct-
acatgattttgtataaaaggtgaactgagactagattcagccc      
------gattgtataaaagatcaggtgtgacttgattcagtg-
acatgattttgtataaaaggtgaactgagatttcattcagtct
TATA
AP -1
PRE
AP -1
-1
-44
-80
-123-160
トキ
ヒツジ
ウシ
ブタ
ラット
ヒト
トキ
ヒツジ
ウシ
ブタ
ラット
ヒト
トキ
ヒツジ
ウシ
ブタ
ラット
ヒト
トキ
ヒツジ
ウシ
ブタ
ラット
ヒト
図3-5. トキと哺乳類のFSHbサブユニット遺伝子のプロモーター　
　　 領域の比較
ヒツジで報告されている転写調節配列、progesterone responsive element（PRE）
（Wevster et al., 1995）とAP-1 responsive element（Huang et al., 2001）、TATA
ボックスを実線で囲み、各転写調節配列の下にコンセンサス配列を大文字で示した。
コンセンサス配列と異なる塩基は影付きで表した。塩基配列の上に示した数字は、トキ
FSHb遺伝子における推測上の転写開始点からの位置を表す。
参考文献
ヒツジ（Guzman et al., 1991）、ウシ（Kim et al., 1988）、ブタ（Hirai et al., 1990）
ラット（Gharib et al., 1989）、　ヒト（Jameson et al., 1988）
ttttttgtcttaacaaggcttgatctcactgtctggct
tagactactttagtaaggcttgatctccctgtctatcc 
tagactactttagtaaggcttgatctccctgtctatcc
tagactactttagtaaggcttgatctccctgtctatct
tagactgctttggcgaggcttgatctccctgtctgtct
tagactactttagtaaagcttgatctccctgtctatct 
GGTACANNNTGTTCT
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NSCQLTNITIAVEREECEFCITVNATWCSGYCFTRDPV
Y..E..............L...................                     
Y..E..............M................... 
.E..............L...................
YKYPPVSSVQQTCTFKEVVYETVKIPGCGDHPESFYSY
...........I..........................
...........I..........................
.......E....................R..A..L...
PVATECHCETCDTDSTDCTVRGLGPSYCSFSQNGSNQ
...............................H.....    
....G..........................H..... 
..............................N. 
MKTYNCYVLLFCWKAICCNS
...L..............Y. 
...L..............Y.
トキ　　　
ニワトリ　
ウズラ　　
ダチョウ　
トキ　　　
ニワトリ　
ウズラ　　
トキ　　　
ニワトリ　
ウズラ　　
ダチョウ　
トキ　　　
ニワトリ　
ウズラ　　
ダチョウ　
図3-6. 鳥類におけるFSHbサブユニットのアミノ酸配列の比較
（A）シグナルペプチド部分　（B）成熟蛋白質部分
参考文献
ニワトリ（Shen & Yu, 2002）、ウズラ（Kikuchi et al. , 1998）、ダチョウ（Koide 
et al., 1996）
(A)
(B)
-18 -1
+1 +38
+38 +76
+113+75
シグナルペプチドと成熟蛋白質との境界はSignalP V2.0（Nielsen et al., 1997; Nielsen 
& Krogh, 1998）により推定した。トキ以外の鳥では、トキと同じアミノ酸残基を「.」
で示した。システイン残基を「●」で、糖鎖が付加すると推測されるアスパラギン残基を
「▼」で示した。
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第４節 考察 
 
本研究では、鳥類で初めて FSHb遺伝子の構造を明らかにした。トキ FSHb遺伝子のエク
ソン-イントロン構造を既知のものと比較した結果、魚類や哺乳類で明らかにされている構
造と同じであることが明らかになった（図 3-3、図 3-4）。このことから、おそらくトキ以
外の鳥類でも、基本的にはこの構造は保存されているものと考えられる。魚類、哺乳類と
比べてトキで特徴的なのは、第 3エクソンがかなり長いことであるが、これは 3’ 非翻訳領
域が長いことに由来するものである。ただし、これはウズラとニワトリの FSHbcDNA の
配列と比較して推測した 3’ 非翻訳領域であり、この推測上の 3’ 非翻訳領域にはポリ A付
加シグナルの配列 AATAAAが 5箇所に見られるため（図 3-2）、実際のトキの 3’ 非翻訳領
域はこれよりも短い可能性もある。 
5’ 上流域については、プロモーター領域でのみ哺乳類のものとアライメントをとること
ができた（図 3-5）。しかし、ヒツジ FSHb遺伝子で報告されている転写調節配列 progesterone 
responsive element（PRE）や AP-1 responsive element に相当する部分をトキで見てみると、
ヒツジの配列ともコンセンサス配列とも異なっていた。トキと同様にラットやヒトでも、
ヒツジの配列やコンセンサス配列と異なっているものがあるが、これらの機能については
現在のところ明らかにされていない。ヒツジの PRE は 15 塩基中 4 塩基、下流の AP-1 
responsive element は 7塩基中 2塩基がコンセンサス配列と異なっているのにも関わらず機
能を保持していることから、これらが機能を持つためには必ずしもコンセンサス配列と同
じである必要はないと考えられるが、トキの相当する部分の配列は、いずれもヒツジのも
のよりもさらにコンセンサス配列とは異なっており、これらが機能を保持している可能性
は低いのではないかと考えられる。 
また、トキ FSHb遺伝子の推測上の 3’ 非翻訳領域には mRNAの不安定化に関与すると
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されている配列 ATTTA（Shaw & Kamen, 1986; Chen et al., 1995）が 8箇所に見られた。こ
の配列はウズラやニワトリの FSHbcDNAの 3’ 非翻訳領域でも 5箇所で見られることが報
告されている（Kikuchi et al., 1998; Shen and Yu, 2002）。Akashi et al.（1994）は、ウサギb-
グロブリン遺伝子の 3’ 非翻訳領域にこの配列を数を変えて組み込んで、この配列の数が多
くなるほど mRNA の安定性が損なわれていくことを示している。したがって、トキの
FSHbmRNAはウズラやニワトリのものよりも不安定である可能性があると考えられる。 
トキを含め、これまでに報告されている鳥類の FSHbサブユニットのアミノ酸配列を比
較した結果、システイン残基や、糖鎖が付加すると推測されるアスパラギン残基などの特
徴的なアミノ酸残基を含めて、全体的によく保存されていることが明らかになった。ただ
し、ダチョウのC末端のみが他の鳥のものよりも 5残基短くなっている点が大きな違いで
ある。ダチョウ以外の鳥類のアミノ酸配列は塩基配列から推測したものであるが、ダチョ
ウの配列は蛋白質の化学的分析によって決定したものであることから、この違いは翻訳後
修飾などによるものである可能性も考えられる。この C 末端の違いを除けば、FSHbサブ
ユニットは基本的には鳥類全般でよく保存されているものと考えられる。 
 
 
 
 
 
第４章 
 
 
甲状腺刺激ホルモンβサブユニット 
遺伝子のクローニング  
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第１節  序 
 
甲状腺刺激ホルモンbサブユニット（TSHb）遺伝子のクローニングはこれまでラット
（Carr et al., 1987）、マウス（Gordon et al., 1988）、ヒト（Wondisford et al., 1988; 
Guidon et al., 1988）、キンギョ（Sohn et al., 1999）でしか報告されていなかった。ま
た、鳥類では cDNA のクローニングがウズラ（Kato et al., 1997）、ニワトリ（Gregory & 
Porter, 1997）、タイワンアヒル（Hsieh et al., 2000）で報告されているのみであった。
本章ではトキ TSHb遺伝子のクローニングの結果、明らかになった遺伝子構造および推測
されるアミノ酸配列について述べる。 
 
 
第２節 材料及び方法 
 
材料 
 トキ（Nipponia nippon）のゲノムDNA（第 2章参照） 
 
方法 
１） ＰＣＲ（１） 
まず、トキ TSHb遺伝子の部分配列を得るために PCRを行った。ラット（Chin et al., 
1985）、マウス（Gurr et al., 1983）、ウシ（Maurer et al., 1984）、ウシガエル
（Buckbinder & Brown, 1993）、ニジマス（Ito et al., 1993）の TSHbcDNA間で保
存されている部分の塩基配列をもとに設計した以下のプライマーを用いた。 
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TSH-F1: 5’-TGCCTI(A/G)CCAT(C/T)AA(C/T)ACIAC(C/T)(A/G)T(C/T)TG-3’ 
TSH-R1: 5’-G(C/T)C(A/T)GT(A/G)TTACAI(T/G)T(T/G)(C/T)CACA-3’ 
反応は 95℃1分、50℃1分、72℃3分のサイクルを 30 回とし、ゲノム DNAを鋳型に、
Premix Taq（Ex Taq version）（Takara）を用いて行った。この PCR産物を電気泳動
した結果、およそ 1kbの位置に 1 本のバンドが観察されたので、この DNAをゲルから
切り出し、pCR2.1 plasmid vector（Invitrogen）にライゲーションし、クローン化し
た。得られたクローンのうち約 1kbのインサートを持つクローン（pITPCR）を選んで
シークエンシングを行った。シークエンシングには Thermo Sequenase Cycle 
Sequencing Kit（USB）を用い、DNA sequencer Model 4000L（LI-COR）により解
析した。 
 
２） ゲノムライブラリーの作製とクローンの単離（１） 
ライブラリーの作製に先立ち、ゲノムDNA1mgずつを制限酵素 EcoRIまたはBamHI
で消化し、サザンブロット解析を行った。プローブはトキ TSHb遺伝子の部分配列
（pITPCR）をランダムプライム法により[a-32P]dCTP で標識したものを用いた。それ
以外の点は第 2章で述べた方法に従った。その結果、EcoRI消化したDNAのレーンで
は約 4kbの位置に、BamHI消化したDNAのレーンでは約 10kbの位置にシグナルが
1本のバンドとして認められた。そこで、BamHIで消化したゲノムDNAを用いてライ
ブラリーを作製した。BamHI消化したゲノムDNA約 1.5mg をlEMBL3ファージベク
ター（Stratagene）1mgにライゲーションし、その反応液 10mlのうち 4mlをパッケー
ジングした結果、5.0x104 pfuのライブラリーが得られた。これを 8.0x109 pfuにまで
増幅し、このうち、1.0x105 pfuについてスクリーニングを行った。プレハイブリダイ
ゼーションは第 2 章に述べた通りに行った。ハイブリダイゼーションは、[a-32P]dCTP
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で標識した pITPCRをプローブに用いて、60℃で一晩行った。ハイブリダイゼーション
後、ナイロン膜を 60℃の 1xSSC, 0.1%SDS で 20 分間洗浄し、60℃の 0.1xSSC, 
0.1%SDSで 20分間洗浄した。シグナルの検出は第 2章に述べた通りに行った。第 2、
第 3スクリーニングの後、3つのポジティブクローンが得られたが、これらを制限酵素
処理により解析した結果、いずれも約 10kb の同一のインサートを持つものであると結
論することができたので、このうちの 1 つ（IT3）を BamHI と EcoRI で消化し、
pBluescript IIプラスミドベクター（Stratagene）にサブクローニングしてシークエン
シングを行った。 
 
３）ＰＣＲ（２） 
シークエンシングの結果、IT3には TSHb遺伝子の 5’ 側の部分が含まれていないこと
が判明したため、残りの部分を得るための PCRを行った。プライマーはウズラ（Kato et 
al., 1997）、ニワトリ（Gregory & Porter, 1997）の TSHbcDNAの 5’ 非翻訳領域の
塩基配列から設計した TSH-1と、IT3の配列から設計した TSH-2を用いた。 
TSH-1: 5’-GAATTCAGCTGACAAGAGGT-3’ 
TSH-2: 5’-TCAGGCCAAAGAGGAGAGAC-3’ 
反応は 94℃で 20秒、68℃で 15分のサイクルを 30サイクルとし、One Shot LA PCR 
Mix（Takara）を用い、ゲノムDNAを鋳型に用いて行った。PCR産物をアガロースゲ
ル電気泳動した結果、1kb付近に 1本のバンドが見られたため、このDNAを pCR2.1
ベクター（Invitrogen）にライゲーションし、シークエンシングを行った。シークエン
シングの後、1つのクローン（pITPCR2）を選んで後の実験に用いた。 
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４）ゲノムライブラリーの作製とクローンの単離（２） 
pITPCR2と IT3の塩基配列を比較した結果、pITPCR2は IT3と重なる部分の配列（約
700bp）とそれよりも上流の配列（約 220bp）からなることがわかったため、この 220bp
の配列をプローブに用いてライブラリーのスクリーニングを行った。まず、プローブの
作製のために、pITPCR2を鋳型に TSH-1、TSH-2をプライマーに用いて PCRを行い、
その PCR 産物を BamHI で消化し、アガロースゲル電気泳動で分離することで目的の
220bpの断片を単離した。このDNA断片をランダムプライム法により[a-32P]dCTPで
標識してプローブに用いた。ライブラリーのスクリーニングに先立ち、このプローブを
用いてゲノムDNAに対するサザンブロット解析を行った結果、BamHI消化したDNA
のレーンでは約 3kbにシグナルが見られたが、この長さの断片が作製したライブラリー
に含まれている可能性は低いため、新たにゲノム DNAをSau3AIで部分消化したライ
ブラリーを作製した。まず、様々な濃度の Sau3AIで 1 時間消化したゲノム DNAの一
部をアガロースゲル電気泳動し、断片の長さの確認を行った。主に 15kb以上の長さの
DNA 断片を生じているものを選んでアルカリフォスファターゼにより脱リン酸化し、
このDNA約 1mgをlEMBL3ベクター1mgにライゲーションし、パッケージングした結
果、3.5x104pfu のライブラリーが得られた。このライブラリーを増幅せずにスクリー
ニングに用いた。プレハイブリダイゼーションの後、上記の約 220bp のプローブを用
いて 50℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。その後、ナイロン膜を 55℃の
3xSSC, 0.1% SDSで 20 分間洗浄した後、シグナルの検出を行った。第 2、第 3スク
リーニングの結果、1つのポジティブクローン（IT7）が得られた。ゲノムDNA に対す
るサザンブロット解析や IT3の塩基配列解析などの結果と、このクローンの制限酵素処
理の結果を総合して考えた結果、このクローンを制限酵素 Sal I及びBgl IIで消化し、
約 3.5kbの断片を pBluescript IIファージベクター（Stratagene）にサブクローニン
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グしてシークエンシングに用いた。このシークエンシング反応にはBigDye Terminator 
v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用い、Applied 
Biosystems社製のオートシークエンサーABI PRISM 377 DNA Sequencing System
で解析した。 
 
 
第３節 結果 
 
 トキの TSHb遺伝子の塩基配列を決定するのに用いたシークエンシング戦略を図 4-1に
示した。まず、最初の PCRでは、957bpの塩基配列を決定した。この配列をウズラ（Kato 
et al., 1997）とニワトリ（Gregory & Porter, 1997）の TSHbcDNAの配列と比較した
結果、高い相同性を示す部分が見られ、この配列は 739bp のイントロン部分を含むトキ
の TSHb遺伝子の一部であると推定された。この配列をプローブに用いたライブラリーの
スクリーニングでは、1.0x105pfuのクローンより 3 つのポジティブクローンを得ること
ができた。このうちの 1 つ（IT3）についてシークエンシングを行い、インサートおよそ
10kbのうち、片側からの 1,985bp の塩基配列を決定した。この塩基配列をウズラとニワ
トリの TSHbcDNA と比較した結果、このクローンには翻訳領域と 3’ 非翻訳領域に当た
るエクソンは含まれているが、5’ 非翻訳領域に相当するエクソンが含まれていないことが
判明した。そこで、プライマーTSH-1 と TSH-2 を設計し、PCR を行った結果、923bp
の配列を決定することができた。IT3 の配列との比較から、この 923bp の配列のうち
700bpは IT3と重なる部分であり、残りの 223bpが新たに決定された 5’側の部分であ
ることが明らかになった。この新たに決定された部分をプローブに用いたゲノムライブラ
リーのスクリーニングの結果、1つのポジティブなクローン（IT7）が得られた。このクロ
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ーンの一部をサブクローニングしてシークエンシングした結果、3,625bpの塩基配列が決
定された。そのうち1,418bpは IT3 と重なる部分で IT3の配列と完全に一致しており、
さらに 5’ 側の 2,207bp がこのクローンにより新たに得られた TSHb遺伝子の 5’ 側の部
分であった。 
 最終的には、IT3と IT7で得られた配列を合わせて、4,192bpの塩基配列が決定された。
他の鳥類の TSHbcDNAと比較して相同性の高い部分をエクソンと判断することでエクソ
ン-イントロン構造を推定、エクソンとイントロンの境界は gt-agルール（Breathnach & 
Chambon, 1981）に従い決定した。特に転写開始点とポリA付加部位は、5’ 末端と 3’ 末
端がRACE（Rapidly Amplified cDNA Ends）法によって決定されているタイワンアヒ
ル TSHbcDNA（Hsieh et al., 2000）の配列を参考にして推測した。この結果、この配列
には 1,937bpの 5’ 上流域と、それぞれ 65、163、322bpの3つのエクソンと864、739bp
の 2 つのイントロンが含まれていると推定された（図 4-2）。塩基配列よりアミノ酸配列
を推定し、ウズラ TSHbサブユニットのものと比較した結果、96.3％という高い相同性が
見られため、この塩基配列はトキ TSHb遺伝子のものであることが確認された。 
推定したエクソン-イントロン構造を既知の魚類、哺乳類のものと比較した（図 4-3）。
トキの TSHb遺伝子は 3つのエクソンと 2つのイントロンとからなっており、これはマウ
スを除く他の動物のエクソン-イントロン構造と同じであった。イントロンの位置もマウス
を除く他の動物と同様に、第 1イントロンは非翻訳領域に、第 2イントロンは翻訳領域の
間に位置していた。翻訳領域の中にある第 2 イントロンの位置をアミノ酸配列のアライメ
ントをとって比較を行った結果（図 4-4）、トキでも魚類、哺乳類のものと同じ位置にある
ことがわかった。 
5’上流域を他の動物の TSHb遺伝子と比較した結果、ほとんどの部分では目立った相同
性は見られなかったが、プロモーター領域については哺乳類と比較することができた（図
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4-5）。この範囲では、哺乳類で Pit-1 reponsive element（Steinfelder et al., 1992; Lin 
et al., 1994）、AP-1 responsive element（Wondisford et al., 1993）、negative thyroid 
hormone responsive element（nTRE）（Cohen et al., 1995）といった転写調節配列が
報告されているが、これらの配列がトキでも保存されていた。また、2箇所の TATAボッ
クスも保存されていた。一方、GATA-2 responsive element（Gordon et al., 1997）に
ついては、トキでは哺乳類のものから 1塩基置換していた。 
推定したアミノ酸配列を他の鳥類のものと比較した結果（図 4-6）、ウズラと 96.3％、
ニワトリと 96.3%、タイワンアヒルと 97.8%という高い相同性が見られた。また、シス
テイン残基や糖鎖が付加すると推測されるアスパラギン残基などの特徴的なアミノ酸残基
も保存されていることが明らかになった。 
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pITPCR2
pITPCR
PB
IT3
0.5kb
G
3’5’
IT7
図4-1. トキのTSHbサブユニット遺伝子のエクソン-イントロン構造と
　　　 シークエンシング戦略　　　 　　　　
上から順にpITPCR、IT3、pITPCR2、IT7を示した。矢印はシークエンシングの方向と範囲を
表す。最下段にはトキTSHb遺伝子の推測されるエクソン-イントロン構造を示した。ボックス
はエクソンを表し、塗りつぶした部分は翻訳領域を、白抜きの部分は非翻訳領域を表す。また、
実線部分は5’上流域、イントロン、3’下流域を表す。「B」「P」「G」はそれぞれ制限酵素
BamHI、PstI、BglIIの認識部位を示す。
λ λ
λλ
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gatctgtcctctgcctatattcttacaggaaacgttgaggacactttaaacctggacgtgggggtcttcctgtcagaacccatgcgtaca
aatacagctcccattgcctaaagctgtgcttgtaaatcactgtgaaatctttagagaaaagaatcagctgtccctacttcagctatgcat
gcaagggtcacatgcaatgttcttgctttaggaatgccatcttttattcttattttgggcactttctgtcctctccaggatttagtttta
tgaattgtttccttttcctttcaggatcgttgtctcctttgaaatactcttaagattttctgtgattaaagttttaaaaaaccaaaccca
tacacatatatgtagtgtatacgtgtgtatataatatgtgtgtgtgtgcgtatacacattatctacatatgggtgtatgtatgtgtatac
tcatatagcctgtatgtttaactgcacttaaaatatgtcagaaaaatatagagttaaataatgtattggagtagtagcaaaataacagcg  
ttatacttctgttgctaagtgtggatggacagatgttactgagagtccatttaatgctctgctcatgtccttaagccagaaagagttgta 
tttaattcctgaaaagttatatggtagaaattaatccataattaaagactccatgaaagcatttggctagtcttaatagaacaacaactc 
tatcatgttatccaaaaaaccccttggggaattagccagggacacagagctgtgtgcagcagcccaaaaccacaggaaaggaggcaatat 
tattcaggaattagctaaacaccaatcggaaccgactgggtcactccctcagcagcccaaagtgaccatgtttaccagctcaaactcaac 
tttatcgtatttcttatggctatgtaaatcaagaacgtggttgacctgtgtaagacatacatcagctcagagtcccaatggccgttgggt 
gattaacggaaagggtaggtgctatcaaagctgcagtgaataagcggcgcgaaggctggccgagtgcgaaggctggccgagtgcgaaggc
tggccgagtgcgaaggctggccggccgctgatgaagcagtagaagacagtgggtttgtgctgaatcagtgcaagacgtgcatgctgactc
gaccctttcttacatttgctcctcccaggtgtttcacaaagccctaaacgtgagtgtttttccctcatcagtggacatcttggtttcact 
ggcgttgatgcaatattttgcttctcattgtgctacaaggagtggtttcttaaaagattttcccctatcaattagtatttcaaagtcagt 
tgcttgttacttcaatatttgctcggtaggttcaaggccagataatttctcagtgtgttttgtttgagtgggtaagtcaggctgtaccca 
accacactgcagagcaattgctttgatttgagatttgctactttctgtgtacagcactgcatctctcagttgtgcctgctgggtaacgag 
caaactgagtgaaccacgcttcattaaacatccgcaaaacataggtgtagaattaagtcttatgtgattcaggatgactccatttccatg 
atagccttcctgtcatgatgttgctgtcctaggtagcaattaagttaatcaagagtaacttttttaaagcactggttagtttaaaagcct  
gaggagagaatgactgttaaaataattggatttccagctccagtttccaggttaggatattatggacatatttgttcctattgcatttgc 
tttgtggttcagtatgaattttcaatagatgactttgcgataagaaagcagcaattcagatgcaattatataaacactaagatcagccag 
gaattagcctggagagtataaagcacacacagagcttgtgctgggtcACTGCCTCTCCCAGCTCAAGGCAGAGGCAGGTTCCTGTAACAG 
GGAAGAATTCAGCTGACAAGAGgttggtctttccagacttgcattgttgcagctacagggtaaaccaggctctgtaatgaacggcttttg 
cgatgggaactgacagctggaagagactagagggtgatgtccatatgtttgtagacactgtcatttagagtttgtggtttagaggctata  
gagtagaccctggaattgtctgggagttaatcaaagctttgttctggggatcccccagcaagtctgaggaatgaggtcagcacaacagac
agataaagtggggattcatggatttgaactctttgctgatgttcttcattgtaatttgcttgaatctattatttaattcttggcagtgtt
cccatttcatcacgcctctaagccaactggaaagtaaaaaatacagtggtatgcctgatatgcacagctgtttctttttctctcttgaac  
attttataagcagctttctttagaaaattatttttaaaccagtgagattattttagcatctctggttaattctagagctcatgttctctc 
acatatgtcacattttcaaatcctttagctcctgttatttttctgtgtcagcattttatcactcattagtgaaaagttccatgtaatatg 
ctttagtgggggaaaagtgaatttgttgtatgttcttaatggcctgtttaccctcttttttgtttagtggttagtactatttcaattaaa  
aagtctgagattggaaagaatttgtcaggctgtagctaaaaagttaagattacgtctagtctgtgactatcataactgttcttgtcaaat  
tccgagaaaagggctggaaggtacacctaattttacttagggtttgctttgtttgtttgttttttcccccatctagC ATG AGT CCC                                                     
　 MET Ser Pro
TTC TTT GTG ATG TCT CTC CTC TTT GGC CTG ACT TTC GGT CAA ACA GCA TCA CTT TGT GCT CCT TCT 
Phe Phe Val MET Ser Leu Leu Phe Gly Leu Thr Phe Gly Gln Thr Ala Ser Leu Cys Ala Pro Ser
GAG TAT ATA ATC CAT GTG GAG AAA AGG GAA TGT GCC TAC TGC CTG GCC ATC AAC ACC ACC ATC TGC 
Glu Tyr Ile Ile His Val Glu Lys Arg Glu Cys Ala Tyr Cys Leu Ala Ile Asn Thr Thr Ile Cys
GCT GGA TTT TGC ATG ACT CGG gtacaaggcattactctgttttaggcagttgtttctataatggccatcactgcaaaacaagt 
Ala Gly Phe Cys MET Thr Arg                                                        
Gcctgttctcattggaaaatggtgtgtaaatgatccagttctaatactgtttgtcacagaaaaatcacactgtcatgttttcaagttagc 
tttttgcgaaggtatggatgagaaatgccaagcctccggaactacggagtttataacaccagtggcacagcagagaactgactgctgctg 
tcactgcagggcctctgtagtcagtttgtggggtcaggatggaacaggtgagaagcagattatatttagccactcttatttaatgtaaac 
gacttgggtaacttctactcccactactgttacgacagctagctgtggagaatattttgcacataggcatggcaaacactatgcttgagt 
ttcgctgttcacacagcatttgaagttccaccttggtcagtaggtagccaacacagattacaaagcactgttagcactccgagccaagcg 
gattagttaaaaccatacaagcaaggtgaacctatctactggggcaaagcgccccaatcacaggcagattcaaaatcacagatctgaaca 
gaagcgcactgaaaatatcagagccaatcaaagtgtaaagaggtttgctttctgcacgtttgagacgatgtcaaaagaagtcttctgacg 
gtccggtatgcttccgtgaaacaacccatttcttttttcttttgtag GAC AGC AAT GGC AAG AAG CTG CTA CTC AAA　　　　　　
　 Asp Ser Asn Gly Lys Lys Leu Leu Leu Lys
AGT GCT CTG TCG CAG AAC GTG TGC ACG TAC AAA GAG ATG TTG TAT CAA ACA GCA CTG ATT CCG GGG                           
Ser Ala Leu Ser Gln Asn Val Cys Thr Tyr Lys Glu MET Leu Tyr Gln Thr Ala Leu Ile Pro Gly  
-20
-10 +1
+10 +20
+30
+35 +40
+50 +60
図4-2. （次ページに続く）
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TGT CCT CAT CAC ACC ATC CCT TAC TAT TCC TAC CCT GTG GCT GTG AGC TGC AAG TGT GGT AAA TGT                             
Cys Pro His His Thr Ile Pro Tyr Tyr Ser Tyr Pro Val Ala Val Ser Cys Lys Cys Gly Lys Cys 
AAC ACT GAT TAC AGT GAC TGT GTT CAT GAG AAG GTT AGG ACA AAC TAT TGC ACT AAA CCA CAG AAG 
Asn Thr Asp Tyr Ser Asp Cys Val His Glu Lys Val Arg Thr Asn Tyr Cys Thr Lys Pro Gln Lys                      
CTC TGC AAC ATG TAA GCTTCCAACAGAATGTGGCTGAAATGTACCTCTCTGCTGAACTAAACATAAATAAAAGTGTATTTCATAAC                               
Leu Cys Asn MET Stop
AGGTTTGCaaattggtgtgcacaaagttttattctaaagatgtatcaccagttacttcaattaactgggtattctgtgacacgtgcaaaag 
cagaatcgtaggactgcag
図4-2. トキのTSHbサブユニット遺伝子の塩基配列
エクソン部分の塩基配列を大文字で、5’上流域、イントロン、3’下流域の塩基配列を
小文字で表した。推測される転写開始点を矢印で示し、 TATAボックスとポリA付加
シグナルには下線を引いた。推測されるアミノ酸配列を塩基配列の下に示し、成熟
蛋白質のアミノ末端を+1として順に番号を付けた。
+70 +80
+90 +100 +110
+114
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ヒト
ラット
トキ
キンギョ
マウス
1.0kb
図4-3. キンギョ、トキ、哺乳類のTSHbサブユニット遺伝子の　
　　 エクソン-イントロン構造の比較
ボックスはエクソンを表し、塗りつぶしの部分は翻訳領域を、白抜きの部分は非翻訳領域
を示す。実線部分は5’上流域、イントロン、3’下流域を示す。対応するエクソンを点線で
結んだ。
参考文献
キンギョ（Sohn et al., 1999）、ラット（Carr et al., 1987）、マウス（Gordon et al., 
1988）、ヒト（Wondisford et al., 1988; Guidon et al., 1988）
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CNYCVAVNTTICMGFCFSR DSNV 　　　　　
CAYCLAINTTICAGFCMTR DSNG　
CAYCLTINTTICAGYCMTR DING 
CAYCLTINTTICAGYCMTR DING 
CAYCLTINTTICAGYCMTR DING
KELVGARFLVQRGC
KKLLLKSALSQNVC
KLFLPKYALSQDVC
KLFLPKYALSQDVC
KLFLPKYALSQDVC
キンギョ
トキ　
マウス
ラット
ヒト
図4-4. キンギョ、トキ、哺乳類のTSHbサブユニット遺伝子の　　
　 第2イントロンの位置の比較
矢印とスペースでイントロンの位置を示した。アミノ酸配列の上に示した数字はトキの
成熟蛋白質のアミノ末端を+1とした場合のアミノ酸の位置を示す。
+16 +52
参考文献
キンギョ（Sohn et al., 1999）、ラット（Carr et al., 1987）、マウス（Gordon et al., 
1988）、ヒト（Wondisford et al., 1988; Guidon et al., 1988）
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-220                 -200                -180   
gaggagagaatgactgttaaaa-taattggatttccagctccagtttcca-ggttaggat
...ag..ag...ca..c..t..-....g------t...a----.......g..ag.....　
...ag..ag...ca..c..t..c....g------t...g----.......g..ag.....
...ag..a....ca..c.tt..-....g------t..------.......-...a.a...
-160 -140                -120
attatggacatatttgttcctattgcatttgctttgtggttcagtatgaattttcaatag 
..ag..a..c.g.....-.ta.acaag...ta....g....................... 
c.ag..a..c.g.....-.ta.aca.g...ta....g....................... 
...g..ag.t.g.....-.ta.a.a.....ta..g.g.---................... 
-100                 -80                 -60
atgactttgcgataagaaagcagcaattcagatgcaattatataaacactaagatcagcc 
...ct...ca...................ga.................ag........ag 
...ct...ca...................ga.................ag........ag 
...ct...ca.............tg.a...a........g........ag........ag
-40                 -20                        
aggaattagcctggagagtataaagcacacacagagcttgtgc--tgggtcactgcct    
g.......t....a..g.......atga..gg....---------.......tca.ag    
g.......t..c.a..g.......atga...g..tc---------.......tca.ag    
g.--....t....a..g.......atga..ca.......t.agtt........ca.ag 
Pit-1
Pit-1
AP -1
nTRE
GATA -2
図4-5. トキと哺乳類のTSHbサブユニット遺伝子のプロモーター　
　　 領域の比較
哺乳類で報告されているPit-1 reponsive element（Steinfelder et al., 1992; Lin et al., 
1994）、AP-1 responsive element（Wondisford et al., 1993）、GATA-2 responsive 
element （Gordon et al., 1997）を実線で囲い、negative thyroid hormone responsive 
element （nTRE）（Cohen et al., 1995）を点線で囲った。また、TATAボックスを網掛け
にした。塩基配列の上の数字は、トキのTSHb遺伝子で推測される転写開始点（矢印）からの
位置を示したものである。
参考文献
マウス（Gordon et al., 1988）、ラット（Carr et al., 1987）、ヒト（Guidon et al., 1988）
トキ　
マウス
ラット
ヒト
トキ　
マウス
ラット
ヒト
トキ　
マウス
ラット
ヒト
トキ　
マウス
ラット
ヒト
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LCAPSEYIIHVEKRECAYCLAINTTICAGFCMTRDSNG
.......T..............................
V......T...............................
V......T...............................
KKLLLKSALSQNVCTYKEMLYQTALIPGCPHHTIPYYS
......................................
...................F..................
......................................
YPVAVSCKCGKCNTDYSDCVHEKVRTNYCTKPQKLCNM
....I....................P............
....I.................................
....I.................................
-20 -1
+1
図4-6. 鳥類のTSHbサブユニットのアミノ酸配列の比較
（A）シグナルペプチド部分　（B）成熟蛋白質部分
タイワンアヒル（Hsieh et al., 2000）、ニワトリ（Gregory & Porter, 1997）、
ウズラ（Kato et al., 1997）
MSPFFVMSLLFGLTFGQTAS
....................
.....M..............
....LM..............
トキ
アヒル
ニワトリ
ウズラ
トキ
アヒル
ニワトリ
ウズラ
トキ
アヒル
ニワトリ
ウズラ
トキ
アヒル
ニワトリ
ウズラ
+38
+76
+114
(A)
(B)
トキ以外の鳥では、トキと同じアミノ酸残基を「.」で示した。
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第４節 考察 
 
本章では鳥類で初めて TSHb遺伝子の構造を明らかにした。トキ TSHb遺伝子のエクソン
-イントロン構造を他の動物（キンギョ、ラット、マウス、ヒト）と比較した結果、3つの
エクソンと 2つのイントロンとからなる構造はマウス以外のものと同じであることが明ら
かになった（図 4-3）。マウス TSHb遺伝子では 5つのエクソンと 4つのイントロンとから
なっているが、これは 5’ 非翻訳領域のエクソンが他のものより 2つ多いためである。マウ
ス TSHb遺伝子の塩基配列をラットやヒトのものと比較すると、その相同性からマウスの
第 1エクソンが他の動物の第 1エクソンに相当し、第 2、第 3 エクソンは他の動物ではイ
ントロンである部分の配列が塩基置換によってエクソンと認識されるように変わったため
にマウスのみで生じたものであることがわかる。したがって、この第 2、第 3 エクソンを
除けば、マウス TSHb遺伝子も他の動物のものと同じ構造であるといえる。さらに、マウ
スも含め、翻訳領域の中にあるイントロンの位置を比較した結果、トキと既知の動物で一
致していることが明らかになった（図 4-4）。魚類、哺乳類で見られるエクソン-イントロ
ンの基本構造がトキでも保存されていたことからは、この構造が他の鳥類でも基本的には
保存されているものと考えられる。 
5’上流域を他の動物の TSHb遺伝子と比較した結果、プロモーター領域において、哺乳
類で報告されている TATAボックスや転写調節配列がトキでも見られることが明らかにな
った（図 4-5）。まず、2箇所に見られる TATAボックスについては、ラットとマウスでは
両方が使われ、2 箇所から転写が開始されることが報告されている（Carr et al., 1987; 
Gordon et al., 1988）。一方、ヒトの場合は下流のもののみが使われることが報告されて
いる（Wondisford et al., 1988; Guidon et al., 1988）。本研究では、トキ TSHb遺伝子
の転写開始点を、5’-RACEにより決定されたタイワンアヒル TSHbcDNA（Hsieh et al., 
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2000）の 5’ 末端の配列を参考にして推定した。この推定とより一致するのは下流の TATA
ボックスであるが、上流のものが使われる可能性もあり、この点についてはさらなる研究
が必要である。 
一般的に TSHの合成、分泌は TSH放出ホルモン（TSH releasing hormone; TRH）
により促進され、甲状腺ホルモンにより抑制される。プロモーター領域の比較では、哺乳
類でこれらの調節に関わると報告されている Pit-1 responsive element、AP-1 
responsive element、negative thyroid hormone responsive element（nTRE）などの
転写調節配列がトキでも保存されていることが明らかになった。Pit-1、AP-1 は哺乳類に
おいて TRH による TSHb遺伝子の発現促進に関わることが報告されている転写調節因子
である（Steinfelder et al., 1992; Wondisford et al., 1993; Lin et al., 1994）。これらの
応答配列が保存されていたことから、トキでもこれらの配列を介して TSHb遺伝子の発現
が促進されている可能性がある。ただし、マウス TSHb遺伝子では、上流の Pit-1 
responsive elementを介する調節には、近接する部位にGATA-2という転写調節因子が
結合することが必要であると報告されている（Haugen et al., 1996; Gordon et al., 
1997）。しかし、トキの GATA-2 responsive elementに相当する部分を見ると、1箇所
で塩基の置換が起こっている。この置換がGATA-2 responsive elementとしての機能に
どのような影響を及ぼすかは不明である。したがって、上流の Pit-1 responsive element
が機能するかどうかも不明である。 
一方、nTREは甲状腺ホルモンによる TSHb遺伝子の発現抑制に関わるとされる配列で
ある（Cohen et al., 1995）。トキでもこの配列が保存されていることから、この配列を介
しての TSHb遺伝子の発現の抑制が行われる可能性がある。また、この nTRE は AP-1 
responsive elementと重なっているが、Wondisford et al. （1993）はヒト TSHb遺伝
子で、TRHがこの部位においてAP-1と甲状腺ホルモン受容体の相互作用を引き起こすこ
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とにより、このnTREを介した甲状腺ホルモンによる抑制を緩和する可能性があると報告
している。トキ TSHb遺伝子でもこのnTRE、AP-1 responsive elementがともに保存さ
れていることから、哺乳類と同じ転写調節機構が存在する可能性がある。 
このように、TSHb遺伝子の転写調節についてはトキと哺乳類とである程度共通するし
くみで行われていることが示唆される。しかし、本研究では塩基配列から推測される可能
性を示したに過ぎない。哺乳類ではさらに上流でも転写調節配列が報告されており、トキ
でもここに示した以外の転写調節配列が存在するものと考えられる。トキ、あるいは鳥類
の TSHbサブユニット遺伝子の発現調節の機構を解明するにはさらなる研究が必要である。 
鳥類における TSHbサブユニットのアミノ酸配列を比較した結果（図 4-6）、これらの鳥
類においてはよく保存されていることが明らかになった。古口顎類の鳥類については不明
であるが、この結果からは、他の新口顎類の鳥類でも TSHbサブユニットのアミノ酸配列
はよく保存されている可能性が高いものと考えられる。 
 
  
 
第５章  
 
 
 濾胞刺激ホルモンβサブユニット  
遺伝子の第２イントロンの解析  
 
 
 
 51 
第１節  序 
 
トキ個体間の遺伝的関係を解析することは、この希少種保護の観点から、あるいはこの
種の地理的変異を知る上で重要な課題である。これまでトキの個体間の遺伝的関係を調べ
たものは、電気泳動による PCR 産物のバンドパターンの比較による RAPD（Randomly 
Amplified Polymorphic DNA）法だけであり（Han et al., 1999; 佐野&石居, 2001）、
塩基配列の変異を明らかにした報告はなかった。一般的に、イントロンの配列は変異が大
きいことから、トキの FSHb遺伝子の第 2イントロンについて個体ごとに調べることにし
た。さらに、トキとの比較を行うため、他の鳥類の同じ部分についても調べた。 
 
 
第２節 材料及び方法 
 
動物 
トキ（Nipponia nippon） 
日本産 「ミドリ」  1981年に佐渡島で捕獲された個体。 
「アオ」       同    上     
「シロ」       同    上     
中国産 「ロンロン」 1994年 9月に来日、12月に日本で死亡。 
「ヨウヨウ」 1999年に中国から贈られた個体。 
「ヤンヤン」     同    上        
「ユウユウ」 「ヤンヤン」「ヨウヨウ」ペアの子。 
「シンシン」     同    上        
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「アイアイ」    同    上        
「メイメイ」 2000年に中国から贈られた個体。 
「No.1」～ 
「No.7」 「ユウユウ」「メイメイ」ペアの 2001年の子 
 
他のトキ科鳥類（7種） 
ブロンズトキ Plegadis ridgwayi           
クロトキ Threskiornius melanocephalus  
ショウジョウトキ Eudocimus rubber      
シロトキ Eudocimus albus               
ハダダトキ Bostrychia hagedash         
ホオアカトキ Geronticus eremita         
ムギワラトキ Threskiornis spinicollis     
 
トキ科以外の鳥類（5 種） 
ハト Columba livia              
フクロウ Strix uralensis         
モズ Lanius bucephalus         
ウズラ Coturnix japonica        
キウイ Apeteryx mantelli           
 
 
 
6個体 
4個体 
7個体 
4個体 
2個体 
4個体 
2個体 
2個体 
3個体 
5個体 
2個体 
2個体 
 53 
方法 
１） ゲノム DNAの抽出 
「ミドリ」「ロンロン」については、凍結保存されていた組織（Ishii, 1999）のうち
腎臓の一部（約 15mg）から、「アオ」「シロ」については、1981 年に採取し凍結保存
されていた細胞を培養したものから、「ヤンヤン」「ヨウヨウ」「メイメイ」については
血液（4ml）から、「ユウユウ」「シンシン」「アイアイ」「No.1」～「No.7」については
卵殻に残っていた組織から、トキ以外の鳥類については血液から、GenomicPrep Cells 
and Tissue DNA Isolation Kit（Amersham Pharmacia Biotech）を用いてゲノム
DNAの抽出を行った。 
 
２）ＰＣＲ 
プライマーはFSHb遺伝子のクローニングの際と同じ FSH-FとFSH-Rを用いた（第
3章参照）。反応は 95℃1分、50℃1分、72℃2分のサイクルを 30回とし、Premix Taq
（Ex Taq version）（Takara）を用いて行った。 
 
３）シークエンシング 
日本産 2 個体（「ミドリ」「アオ」）、中国産 7 個体（「ロンロン」「ヨウヨウ」「ヤンヤ
ン」「メイメイ」「ユウユウ」「シンシン」「アイアイ」）、トキ以外の鳥類についてはシー
クエンシングを行った。得られた PCR 産物をアガロースゲル電気泳動で確認した後、
pCR2.1 プラスミドベクター（Invitrogen）または pCR4-TOPO プラスミドベクター
（Invitrogen）にライゲーションした。ライゲーションした DNA をコンピテントセル
JM109（Takara）または TOP10（Invitrogen）に形質転換し、得られたコロニーから
プラスミドを抽出した。シークエンシング反応には Thermo Sequenase Cycle 
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Sequencing Kit（USB）を用い、LI-COR社製のオートシークエンサーdNA Sequencer 
Model 4000Lで解析した。 
サンプル DNA 量が少なかった「アオ」と、2 型が確認された「ロンロン」と「メイ
メイ」以外のトキについてはPCR反応を 3回行い、少なくとも合計 7クローンについ
てシークエンシングを行った。 
 
４）EcoRI処理による 2型の有無の判定 
シークエンシングの結果、トキのFSHb遺伝子のイントロンに 2種類の配列があるこ
とがわかったが、個体内における 2 種類のイントロンの有無の判定を、PCR 産物の
EcoRI処理によって行った。上記 PCR産物を精製後、EcoRI 処理し、アガロースゲル
電気泳動の後、バンドを確認した。 
 
 
第３節 結果 
 
 まず、日本産 2個体（「ミドリ」「アオ」）と中国産 7個体（「ロンロン」「ヨウヨウ」「ヤ
ンヤン」「メイメイ」「ユウユウ」「シンシン」「アイアイ」）について塩基配列を調べた結果、
2 種類の配列が存在することが明らかになった（図 5-1）。両者の主な違いは 5’ 側の部分
における 32bpの配列の有無であり、中国産の「ロンロン」と「メイメイ」からは両方の
配列が見つかったが、その他の個体からは短い方の配列しか見つからなかった。長配列と
短配列は他にも 3 箇所で塩基が置換していた。そのうち最も 3’ 側のものでは、短配列に
おける制限酵素 EcoRI の認識部位「GAATTC」が、長配列では EcoRI に認識されない
「CAATTC」に変わっていた。この違いを利用して、各個体における両配列の有無を調べ
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た。短配列を含む PCR 産物（約 780bp）は EcoRIで切断され、約 550bp と 230bp の
断片に分かれるが、長配列を含む PCR産物（約 810bp）はEcoRIでは切断されない。日
本産の「ミドリ」「アオ」「シロ」、中国産の「ヨウヨウ」「ヤンヤン」「ユウユウ」「シンシ
ン」「アイアイ」の PCR産物をEcoRI処理した結果、550と 230bpの断片のみが観察さ
れた。すなわち、これらの個体は短配列のみを持つことが確認された。一方、中国産の「ロ
ンロン」と「メイメイ」の PCR産物をEcoRI処理した結果、約 810、550、230bpの 3
本のバンドが観察され、この 2個体が長配列と短配列の両方を持つことが確認された。短
配列しか持たない「ユウユウ」と両方の配列を持つ「メイメイ」との間に生まれた子（No.1
～No.7）は、7 個体中 4個体が短配列のみを持ち、3個体が両方の配列を持つことがわか
った（図 5-2）。 
さらに、他の鳥類の FSHb遺伝子の第 2イントロンの塩基配列をシークエンシングして
トキのものと比較した結果（図 5-3）、他の鳥類では、32bpの部分に相当する配列が存在
するという点でトキの長配列に似た配列のみが見られ、短配列に相当するものは見られな
いことがわかった。 
 
56 
図5-1. トキFSHb遺伝子の第2イントロンで見られた2タイプの 　　
　 塩基配列
上段：長配列、下段：短配列
CTCCAGTCCTTAATGAACACATAGGCAGGATGAGCCTTGTGAAACAACAGGTTGAGTAACTTCTGTGCT
CTCCAGTCCTTAATGAACACATAGGCAGGATGAGCCTTGTGAAACAACAGGTTGAGTAACTTCTGTGCT
ATTTGACAGGAAAGTAGATACACAGCCAGTCTGAACTACAAAGCGAAAGGTGAAAAGATGCCAGTAAAA
ATTTGACAGGAAAGTAGATACACAGCCAGTCTGAACTACAAAGCGAAGGGTGAAAAGATGCCAGTAAAA
TTCAGGTCTTCTTTAACTGGCTGCACACATGTTTATATTGTATAACTAGAGTTGAAAGTAATACAATCT
TTCAGGTCTTCTTTAACTGGCTGCACACATGTTTATATTGTATAACTAGAGTTGAAAGTAATACAATCT
GGATCTCTGCCTTGTGTTCAATTTGTGGTTGCAAATGGATACAATAAAGCAGCCTTTGTAGACTCCTCT
GGATCTCTGCCTTGTGTTCAATTTGTGGTTGCAAATGGATACAATAAAGCAGCCTTTGTAGACTCCTCT
ACTTTTCCAAATAATTTGAAGAATCGAGTAATTGACCTGAAAGATTGTCTGGTGATGGTATGACACAAA
ACTTTTCCAAATAATTTGAAGAATCAAGTAATTGACCTGAAAGATTGTCTGGTGATGGTATGACACAAA
TTTGCCATATCAGTCCTCCTGAAAGGAGAAATCTAAGGATCTAGGTTAAATTATAAGAGTCTGATGCAA
TTTGCCATATCAGTCCTCCTGAAAGGAGAAATCTAAGGATCTAGGTTAAATTATAAGAGTCTGATGCAA
ACCCTTTGATCTCAGTGGGATTTTCCCCATTGGTTTAATTAGTTTTCACATCAGGTCCTTTATTTTGAA
ACCCTTTGATCTCAGTGGGATTTTCCCCATTGGTTTAATTAGTTTTCACATCAGGTCCTTTATTTTGAA
AAATTTGCAATTCTGCCTCATAACAAATTTCAAAACAAGTATTTCCTTCTTGTAATTTTCAG-3’
AAATTTGGAATTCTGCCTCATAACAAATTTCAAAACAAGTATTTCCTTCTTGTAATTTTCAG-3’
5’-GTGAGAATCTTAAGTTTAATTTCAGGCACCAGAATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAATAACTCATTT
5’-GTGAGAATCTTAAGTTTAATTTC--------------------------------TAAATAACTCATTT
「-」はギャップを表し、置換のある箇所を「▼」で示した。短配列ではEcoRIの認識
部位となる部分を実線で囲った。
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ミドリ
ＳＳ
アオ
ＳＳ
シロ
ＳＳ ヨウヨウ
ＳＳ
ヤンヤン
ＳＳ
メイメイ
ＬＳ
日本産 中国産
ユウユウ
ＳＳ
シンシン
ＳＳ
アイアイ
ＳＳ
Ｎｏ.１
ＬＳ
Ｎｏ.２
ＬＳ
Ｎｏ.３
ＳＳ
Ｎｏ.４
ＳＳ
Ｎｏ.５
ＳＳ
Ｎｏ.６
ＳＳ
Ｎｏ.７
ＬＳ
ロンロン
ＬＳ
図5-2. トキFSHb遺伝子の第2イントロンにおける長配列と 　
　　 短配列の有無
「L」は長配列を、 「S」は短配列を表し、両方の配列が見られたものを「LS」、
短配列のみが見られたものを「SS」と示した。血縁関係のあるものについては
系図を示した。
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トキ長配列
トキ短配列
TGAGAATCTTAAGTTT　AATTTCAGGCACCAG-AATTAAATATTCCAACTGATGTgTAAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTCAGGtACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAAT
TaAGAAcCTTAAGTTT-AATTTCAGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATgAAT
TaAGAAcCTTAAGTTT-AATTTCAGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATgAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTCgGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTCAGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTCgGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTCAGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTC---------------------------------TAAAT
ブロンズトキ　　　
クロトキ　　　　　　
ショウジョウトキ　　
シロトキ　　　　　　
ハダダトキ　　　　　
ホオアカトキ　　　
ムギワラトキ　　
*　*** *** * ** 　*　 * ** *  ****   *  *  ***** *** **
TGAGAATCTTAAaTTT-AATTTCAGGCACCAG-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATAAAT
TGAGAATCTTAAGTTT-AATTTCAaGCACCAa-AATTAAATATTCCAAGTGATGTATgAAT
TGAGAcTCTTAA-TTT------CgGGCACgAG-AATTAAATATTtCAAGTGATGCATgAAT
TGAGAATCTTgAGcTTAAAaTTCAGGCACCAt-AATTAggTgTTC-AAGTGAcaTATgAAc
TGAGAATCTTAAGTTTAAAaTTCAGG-ACaAGGAATTcAATAcTtCAAGTGtTGTtcgAAT
ハト　　　　　　
フクロウ　　　
モズ　　
ウズラ　　　　
キウイ　　　　　
図5-3. トキとその他の鳥類におけるFSHb遺伝子の第2イントロン　
　　 の一部の比較
トキで32bpの配列が含まれる5’側の部分についてのみ比較した。トキの長配列と同じ塩基を
大文字で、異なる塩基を小文字で表した。また「－」はギャップを表す。最下段の「 * 」は
全ての種で共通の塩基を示す。
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第４節 考察 
 
本研究では、トキの FSHb遺伝子の第 2イントロンに長さの異なる 2種類の配列が存在
することを明らかにした。日本産のトキでは短配列しか見つからなかったのに対し、中国
産のトキでは短配列のみを持つ個体と両方の配列を持つ個体の 2通りが見られた。今回調
べた中国産のトキはいずれも 1981年に発見された 2つがいに由来するため、この 2つが
いのうち少なくとも 1羽はこの長配列を持っていたことになる。したがって、他の中国産
の個体を調べれば、長配列のみを持った個体が見つかる可能性もあると考えられる。また、
日本産のトキからは短配列しか見つからなかったが、今回調べた個体「ミドリ」「アオ」「シ
ロ」は、いずれも 1981 年に佐渡島で同時に捕獲された個体であるため、遺伝的に近縁で
ある可能性がある。このため、他の日本産の個体についても調べることができれば、長配
列あるいはそれ以外の配列が見つかる可能性もある。 
制限酵素処理による解析の結果、短配列のみを持つ「ユウユウ」と両方の配列を持つ「メ
イメイ」の子は、短配列を持つものと両方の配列を持つものの割合がほぼ 1：1（4個体：
3 個体）になっていることがわかった。このことは、FSHb遺伝子が相同染色体上に対で
存在し、独立に子孫に受け継がれていることを反映したものであると考えられる。 
トキ以外の鳥類について、FSHb遺伝子の第 2 イントロンの塩基配列をシークエンシン
グし、トキのものと比較した結果、他の鳥類ではトキの長配列に相当する配列のみが見ら
れ、短配列に相当する配列は見つからなかった。このことから、トキの短配列はトキとい
う種、あるいはその直接の祖先となった種が確立されてから、32bp の欠損により新たに
生じたものであると考えられる。 
今後、剥製などを用いて、様々な地域の個体についてこのイントロンの配列を調べるこ
とができ、この長配列と短配列の地理的分布を明らかにすることができれば、この種の地
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理的分布と遺伝的変異との関係について貴重な情報が得られる可能性があり、興味深い。 
 
  
 
第６章  
 
 
総 括  
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 本研究ではまず、トキの脳下垂体糖蛋白質ホルモン共通aサブユニット遺伝子、濾胞刺
激ホルモンbサブユニット（FSHb）遺伝子、甲状腺刺激ホルモンbサブユニット（TSHb）
遺伝子の 3つについて、その構造を明らかにした。鳥類でこれらの遺伝子の構造を明らか
にしたのは、本研究が最初である。トキのこれらの遺伝子のエクソン-イントロン構造は、
共通a遺伝子の第 2 イントロンの位置が魚類と異なる点を除いては、エクソンの数、イン
トロンの位置などにおいて、これまでに報告されている魚類、哺乳類のものと同じである
ことが明らかになった。このことから、トキで見られるこれらの遺伝子のエクソン-イント
ロン構造は、基本的にはトキ以外の鳥類でも同じであると考えられる。 
鳥類におけるアミノ酸配列の比較では、これまでに明らかにされているものにトキの情
報が加わることによって、鳥類における全体的な傾向がつかめるようになった。特に共通
aサブユニットと FSHbサブユニットについてはトキ、キジ目、ダチョウという、鳥類を 3
分する分岐群をそれぞれ代表する種の間でよく保存されていたことから、これらのアミノ
酸配列が鳥類全体でよく保存されている可能性が高いと考えられる。したがって、鳥類に
おいては FSH 分子の構造もよく保存されていると考えられる。本研究で得られた結果を
元に、トキのリコンビナント FSH を作製することも可能となったが、鳥類においては系
統学的に遠い種の FSHを投与しても、その種本来の FSHを投与した場合と同じかそれに
近い効果が得られるのではないかと考えられる。 
残念なことに、本研究では脳下垂体糖蛋白質ホルモンサブユニットの残りの 1つ、黄体
形成ホルモンbサブユニット（LHb）の遺伝子の構造を明らかにすることができなかった。
LHbは脳下垂体糖蛋白質ホルモンの他の3つのサブユニットよりも進化速度が大きいこと
が知られているが（Ishii, 1991）、鳥類ではキジ目とダチョウでしかアミノ酸配列が明ら
かにされていないため、トキの LHbサブユニットのアミノ酸配列を明らかにすることがで
きれば、鳥類における LHbの分子進化を考える上で重要な情報を得ることができると考え
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られる。また、生殖腺刺激ホルモン投与による産卵誘起を考えた場合、系統学的に遠い種
の LHがどの程度の効果を示すかは未知である。このような観点からも、トキの LHb遺伝
子のクローニングは重要であるが、これは今後に残された課題である。しかし、脊椎動物
の生殖を部分的に支配する FSHと、成長と代謝に重要な役割を果たす TSHのサブユニッ
トの遺伝子構造を鳥類で初めて明らかにし、また鳥類内におけるこれらの分子のより一般
的な傾向を明らかにしたことは、鳥類におけるこれらのサブユニット分子の研究を大きく
前進させたものであると考えられる。 
また、トキFSHb遺伝子の第 2イントロンに 2種類の塩基配列ががあることを明らかに
した。今後、このイントロンについて個体数を増やして調べるとともに、個体間変異につ
いて他の遺伝的情報を得ることも重要である。この観点から、現在、トキのミトコンドリ
アDNAの解析が進行中である。 
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